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分 子 遗 传 学 是 遗传 学 的 一 个 分 支 ， 着 重 在 分 子 水 平 上 研究 基因 的 结构 和 功能 以 前 明 
生物 遗传 和 和 变异 的 规律 。 

基因 始终 是 过 传 学 研究 的 对 象 ，1909 年 丹麦 遗传 学 家 约翰 避 首 次 提出 基因 这 一 术 
语 时 ， 当 时 基因 还 只 是 代表 某 个 遗 心性 状 的 一 个 抽象 符号 。 随 着 研究 工作 的 深入 ， 不 断 
地 赋予 基因 以 新 的 科学 内 涵 。 现 已 确定 基因 是 一 种 化 学 分 子 ， 是 过 传 信息 的 物质 载体 ， 
蕴含 着 支配 生命 活动 的 指令 和 构建 生物 体 的 蓝图 ， 同 时 也 是 可 以 人 工 操作 的 改变 生物 体 
属性 的 一 种 元 件 。 总 之 ， 所 有 生物 体 的 所 有 生命 活动 无 不 直接 或 间接 地 在 基因 的 控制 之 
下 。 因 此 ,凡是 以 生物 体 某 一 特定 生命 现象 为 研究 对 象 的 学 科 ， 如 研究 细胞 内 生命 活动 
的 细胞 生物 学 ， 研 究 生 物体 生长 发 育 的 发 育 生 物 学 ， 研 究 生物 系统 发 生 和 进化 的 进化 生 
物 学 ， 研 究 生 物体 内 生理 、 代 谢 的 生理 学 和 生物 化 学 ， 以 及 研究 生物 体 不 同 层次 上 的 神 
经 活动 的 神经 生物 学 等 ， 在 探究 这 些 生 命 活动 的 底蕴 和 机 制 时 ， 都 会 涉及 基因 。 基 因 融 
人 了 生命 科学 的 各 个 学 科 ， 分 子 遗 传 学 已 成 为 生命 科学 领域 中 十 分 重要 的 一 门 基础 学 
科 。 

在 分 子 遗 传 学 基础 上 发 展 起 来 的 基因 工程 技术 ， 在 推动 整个 生命 科学 的 基础 研究 ， 
促进 医学 、 农 学 、 环 境 保 护 工程 和 制药 工业 的 发 展 中 发 挥 越 来 越 重 缀 的 作用 。 因 此 ， 分 
子 遗 传 学 知识 对 学 生 、 教 师 、 科 学 工作 者 ， 以 及 工程 技术 人 员 都 是 必要 的 。 

目前 ， 全 国 许多 高 校 都 开设 了 分 子 遗 传 学 课 及 基因 工程 课 。 从 总 体 上 看 ， 基 因 工 程 
靶 术 有 关 的 各 种 专著 较 多 ， 但 并 不 全 都 是 有 特色 ， 且 能 全 面 反映 当前 国际 上 分 子 遗 传 学 
的 新 进展 的 。 本 书 的 出 版 为 高 等 学 校 的 教学 和 相关 的 科学 研究 者 提供 了 新 的 参考 资料 。 
本 作者 结合 其 自身 的 教学 经 验 和 科研 实践 ， 经 过 多 年 的 努力 ， 查 阅 了 大 量 国内 外 新 发 表 
的 文献 资料 进行 编撰 。 本 书 内 容 翔 实 ， 结 构 合理 。 第 一 章 为 遗传 的 细胞 学 基础 ， 它 为 更 
好 地 理解 分 子 遗 传 学 的 基本 内 容 打 下 坚实 基础 。 第 二 、 三 两 章 为 遗传 的 物质 基础 ， 详 述 
遗传 物质 的 本 质 、 结 构 和 功能 ， 基 因 与 基因 组 概念 和 监 定 方法 。 第 四 至 八 章 按 遗 传 信息 
传递 过 程 进行 编排 ， 详 细 介 绍 基因 复制 、 表 达 及 表达 调控 的 规律 。 第 九 至 十 二 章 毅 述 遗 
传 重组 RE, DNA 的 重 排 与 扩 增 及 免疫 多 样 性 产生 的 机 制 ， 揭 示 遗 传 信息 的 流动 性 
和 可 变性 。 第 十 三 章 阐述 DNA 的 损伤 、 修 复 和 基因 突变 的 机 制 。 第 十 四 意 阅 述 遗 传 与 
进化 的 规律 。 本 书 系统 而 全 面 地 在 读者 面前 展示 遗传 物质 的 本 质 、 生 命 的 起 源 、 发 生 、 
发 展 和 进化 的 全 过 程 。 

全 书 肉 容 丰富 、 文 笔 流畅 、 布 局 合 理 ， 而 且 逻 辑 性 强 、 图 文 并 茂 ， 全 而 痕 述 当前 分 
了 于 这 传 学 的 基本 理论 ， 并 反映 出 该 学 科 的 前 党 和 发 展 趋势 ， 确 是 一 本 很 好 的 教材 。 我 很 
高 兴 地 向 读者 推荐 。 
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第 一 章 “” 遗传 的 细胞 学 基础 
第 一 节 ”原核 生物 和 真 核 生物 上 一 24] 
一 、 原 核 生物 和 真 核 生物 的 概念 


加 


根据 细胞 的 结构 和 遗传 物质 在 细胞 内 的 分 布 ,可 将 生命 有 机 体 划 分 为 原核 生物 和 真 
核 生 物 两 大 类 。 原 核 生物 的 细胞 没有 真正 的 细胞 核 ,遗传 物质 存在 于 整个 细胞 之 中 ,有 时 
虽然 有 相对 集中 的 核 区 ,但 并 无 核 腊 图 线 。 真 核 生物 的 遗传 物质 集中 在 有 核 膜 包 围 的 细 
胞 核 中 ,并 与 特定 的 蛋白 质 相 结合 ,经 过 一 定 的 等 级 结构 形成 染色 体 。 原 核 生物 的 遗传 物 
质 只 以 裸 敬 的 核酸 分 子 方式 存在 , 虽 与 少量 的 蛋白 质 结合 ,但 没有 真 核 生 物 染色 体 那样 的 
等 级 结构 。 习 惯 上 ,原核 生物 的 核酸 分 子 也 称 为 染色 体 。 

某 些 有 机 体 , 如 只 菌 体 和 病毒 , 既 不 是 原核 生物 ,也 不 是 真 核 生物 。 它 们 是 一 种 超 分 
子 的 亚 细 胞 生命 形式 ,它们 的 繁殖 必须 在 宿主 休 内 进行 ,因而 其 遗传 机 制 与 宿主 密切 相 
Xx. 


二 、 原核 细胞 与 真 核 细 胞 的 区 别 


原核 生物 与 真 核 生 物 在 细胞 结构 、 功 能 及 遗传 .变异 、 分 化 等 方面 具有 明显 的 差异 。 
原核 生物 是 单 细胞 的 ,但 单 细胞 生物 并 非 痢 是 原核 生物 。 例 如 单 细胞 醉 母 菌 的 蛋白 质 合 
成 与 单 细胞 大 肠 杆菌 的 蛋白 质 合成 方式 末 然 不 向 ,而 与 极其 复杂 的 高 等 动物 相似 , 因 面 本 
母 菌 是 真 核 生物 。 单 细胞 生物 (原核 或 真 核 ) 具 有 自身 存活 及 繁殖 所 需 的 全 部 功能 ,其 功 
能 依靠 单个 细胞 来 完成 , 面 多 纲 胞 有 机 体 ( 真 核 生物 ) 则 需 通过 不 同 组 织 和 器 官 . 不 同 细胞 
的 协作 来 完成 各 种 功能 。 

原核 细胞 与 真 核 细 胞 的 差异 主要 有 以 下 几 点 : 

(1) 5 AE 原核 生物 的 细胞 结构 具有 肽 聚 糖 细胞 壁 , 实 核 生物 不 具有 这 样 的 
细胞 壁 ;在 胞 质 内 ,原核 细胞 与 真 核 细胞 内 均 舍 有 核糖 体 ,但 其 核糖 体 的 分 子 结构 有 很 大 
差异 ,其 余 细 胸 器 如 线粒体 .叶绿体 (植物 ) 高 尔 基体 内 质 网 等 存在 于 真 核 细胞 中 而 原核 
细胞 中 没有 ;在 细胞 核 结构 方面 , 真 核 生物 具有 完整 的 细胞 核 结构 ,原核 生物 却 不 具有 核 
BRE, 

(2) 遗 待 物质 的 组 织 原核 生物 只 有 一 条 染色 体 ,而 真 核 生物 一 般 有 一 条 以 上 的 
染色 体 ; 从 遗传 组 织 方面 , 真 核 生物 的 遗传 物质 与 特定 组 蛋白 结合 , 并 经 过 严格 的 等 级 结 
构 面 形成 染色 体 ,原核 生物 的 遗传 物质 是 裸 角 的 核酸 分 子 或 与 少量 特殊 蛋白 质 结 合 HR 
有 核 小 体 结构 ;在 遗传 物质 的 交换 与 重组 方面 , 真 核 生物 通过 雌雄 配子 融合 形成 合子 并 通 
过 细胞 分 裂 来 完成 遗传 物质 的 交换 和 重组 ,而 原核 生物 只 是 通过 质粒 介 导 来 实现 单 向 的 
遗传 物质 的 交换 和 重组 。 


(3) 细胞 的 其 他 功能 。 由 于 原核 细胞 无 深 酶 体 ,因此 不 能 通过 吞咽 和 胞 饮 作用 来 
进行 异物 的 消化 作用 ;原核 细胞 的 电子 传递 部 位 在 细胞 腊 , 而 真 核 细 胞 的 电子 传递 部 位 在 
线粒体 膜 ; 男 外 真 核 细 胞 内 其 有 胞 质 流动 而 原核 细胞 则 没有 。 

上 述 差异 只 是 原核 细胞 与 真 核 纸 胞 在 细胞 水 平 的 差别 ,在 分 子 水 平 ,原核 细胞 与 真 核 
细胞 还 具有 明显 的 不 同 ,如 基因 的 序列 组 织 .遗传 物质 的 复制 以 及 基因 的 结构 .表达 方式 、 
产物 修饰 .调控 等 方 而 均 各 有 特点 ,具体 内 容 见 有 关 章 节 。 | 


I. 原核 生物 和 真 核 生物 的 起 源 


虽然 原核 细胞 和 真 核 细胞 在 细胞 水 平和 分 子 水 平 上 具有 明显 的 差异 ,但 所 有 有 栅 体 ， 
不 管 是 真 核 生物 还 是 原核 生物 ,以 及 单 细胞 生物 或 多 细胞 生物 ,都 是 从 原始 细胞 (primi- 
tive cell, progenote) 进 化 而 来 。 虽 然 现在 人 类 对 生命 进化 的 早期 阶段 还 缺乏 了 解 , 但 是 作 
为 生命 起 源 的 原始 细胞 ,至 少 有 两 点 我 们 可 以 肯定 : 

1) 必须 具有 某 种 形式 的 自我 复制 材料 (也 许 是 核酸 ), 来 保证 细胞 完成 自我 复制 的 整 
个 过 程 。 这 种 材料 后 来 进化 成 具有 遗传 信息 的 遗传 物质 。 

2) DIRA REH E, fl r8 S Ped SL DO A A e RUIT FIOR, AR I TE — xm B8 
范围 内 ,以 防止 它们 扩散 到 原始 液 质 (primeval soup) P ,这 种 包 被 后 来 进化 成 为 细 
胸膜 以 及 细胞 内 的 其 他 膜 系 统 ( 核 膜 .内 质 网 .高 尔 基 复 合体 等 )。 

另外 从 址 传 物质 的 本 质 ( 核 酸 ) 及 遗传 信息 表达 的 基本 路 线 (复制 .转录 .翻译 ) 来 看 ， 

原核 生物 与 真 核 生物 是 完全 相同 的 。 因此 当 描 述 疯 种 生物 遗传 信息 的 传递 如 何 保证 浴 者 
细胞 的 遗传 一 致 性 时 ,我 们 可 以 认为 ,尽管 真 核 生物 遗传 信息 阅读 上 其 有 许多 复杂 步骤 ,但 
两 者 在 进化 过 程 中 遵循 了 相同 的 遗传 法 刘 。 


四 、 生 物 进化 的 二 界 论 与 三 界 论 


原核 生物 和 真 核 生物 的 二 界 论 分 类 方法 ,是 比较 经 典 的 分 类 方法 。 两 界 论 认为 所 有 
生命 均 可 划分 为 原核 生物 和 真 核 生物 ,而 且 认 为 今天 的 原核 生物 更 接近 于 祖先 (原始 细 
胞 ) ,因而 真 核 生物 是 从 古代 真 核 生 物 进化 而 来 的 。 在 这 一 步 步 的 进化 过 程 中 ,关键 的 步 
允 是 核 膜 的 出 现 , 细 胞 壁 的 消失 ,细胞 体积 的 载 大 以 及 总 胞 器 的 获得 等 。 

然而 自 20 世纪 70 年 代 后 期 开始 ,两 界 论 受到 了 极 大 的 挑战 , 它 可 能 会 逐渐 被 三 界 论 
所 取代 。 三 界 论 并 不 否认 原核 生物 和 真 核 生物 的 划分 ,只 是 由 于 某 些 事实 并 结合 分 子 沾 
物 学 上 的 新 发 现 , 对 生命 进化 提出 了 新 的 见解 。 

在 原核 生物 各 种 属 中 ,发现 了 许多 巨大 的 差异 。 首先 在 生活 环境 上 有 巨大 的 差异 。 
如 一 种 嗜 热 嗜 酸 菌 ( Suiifolobus ) 能 够 生活 在 90C 的 水 中 和 强酸 (pH 2) 的 环境 中 ,有 一 种 
FÉ sk B ( Halobacterium ) 需 生活 在 饱和 盐水 中 。 其 次 在 代谢 方面 也 有 很 大 的 差异 。 S3 
性 厌 氧 菌 有 无 氧气 均 能 生存 ,而 绝对 庆 氧 菌 在 有 空气 时 是 不 能 生存 的 。 在 氧化 磷酸 化 过 
程 中 ,有 些 细胞 通过 无 氧 酵 解 和 有 氧 的 氧化 磷酸 化 来 供 能 ,食物 中 的 所 原子 被 用 来 还 原 所 
而 成 为 水 ,而 厌 氧 的 甲烷 菌 则 用 气 来 还 原 二 氧化 碳 生 成 甲 烧 来 产生 能 量 , 硫 细菌 则 用 和气 玉 
还 原 硫 成 为 硫化 氢 来 殿 能 。 而 且 ,在 分 子 水 平 上 ,各 种 属 的 原核 生物 也 存在 着 很 大 差 
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1969 年 C. Woese 研究 了 各 种 古 细菌 的 16 S rRNA 的 序列 ,并 根据 16 S rRNA 的 序 
列 来 确定 各 种 生物 间 的 亲缘 关系 。 由 于 各 种 生物 都 有 16 S rRNA, 而 且 含 量 丰 富 ,易于 分 
析 ,在 进化 过 程 高 度 保 守 ,与 其 他 方法 相 比 较 { 如 细 欧 色素 c, 各 种 生物 间 有 的 缺乏 ,有 的 
差别 太 大 无 法 分 析 ), 有 着 很 多 的 优势 。 到 1977 年 ,由 于 数据 的 积累 和 系统 树 的 建立 ,C. 
Woese 提出 了 三 界 论 , 即 原核 生物 应 当 分 为 两 界 ; 古 细菌 (archaebacteria) 和 真 细菌 (bacte- 
riotida) ,这 两 界 彼此 不 同 , 就 像 它们 不 同 于 真 核 生物 一 样 。 三 者 都 起 源 于 共同 的 祖先 。 
三 界 论 开始 提出 时 , 章 到 许 完 生 物 学 家 的 怀疑 与 反对 ,然而 Woes 却 不 断 完善 他 的 16 S 
rRNA 系统 树 ,同时 积累 其 他 生物 学 证 据 , 现 在 , Woese 的 三 界 论 , 越 来 越 受 到 生物 学 家 的 
重视 。 

在 逐渐 被 接受 的 Woese 系统 树 中 ,Woese 提出 真 细菌 是 第 一 个 从 古 细 菌 和 真 核 生 物 
总 下 上 分 化 出 来 的 分 支 (图 1 -1)。 尽 管 古 细菌 与 真 细菌 在 表 型 . 缺 核 ,基因 组 织 及 代谢 
途径 方面 有 明显 的 相似 性 ,但 真 核 生 物 与 古 细 菌 在 分 子 进化 上 也 有 很 大 的 共同 性 。 真 核 
生物 与 十 细菌 复杂 多 样 的 分 子 加 工 机 制 中 的 共同 因素 (如 转录 过 程 和 泛 素 指导 的 系 白 水 
解 作用 ) 也 支持 了 上 述 进化 关系 。Grarrett 等 于 1994 年 报道 了 古 细菌 rRNA 内 含 子 (in- 
tron) 具 有 编码 持家 内 切 酶 的 功能 。 核 仁 纤维 性 白 是 一 种 在 真 核 生物 中 与 小 核 RNA 有 关 
并 指导 rRNA 加 工 和 甲 基 化 的 蛋白 质 , 它 在 古 细菌 中 的 发 现 ,暗示 了 真 核 生物 与 古 细菌 在 
RNA 加 工 方面 也 具有 共同 性 ,并 与 真 细菌 有 所 差异 。 另 外 ,Malene 于 1997 年 析出 在 1R- 
NA 内 会 子 剪接 方面 ,两 者 的 内 含 子 从 组 织 形 成 及 剪接 机 制 方面 也 是 非常 相似 的 。 


yKAR;- 真 核 生物 CELI 
ikri 
ma A 
EET 
MEN TRER E 


ECER 


图 1-1 生物 进化 的 途径 和 基于 16 S tRNA 序列 分 析 的 Woese 系统 树 


随 着 分 子 生 物 学 的 发 展 和 新 证 据 的 不 断 发 现 ， 生命 进化 的 基本 途径 将 会 越 来 越 清楚 
地 展现 在 人 们 面前 。 


第 二 节 ”细胞 的 结构 和 功能 [5 各 


细胞 学 理论 创建 于 19 世纪 中 期 ,该 理论 认为 所 有 生物 均 由 细胞 所 村 成 ,对 于 原核 生 
物 来 说 , 它 由 细胞 噶 所 包 被 并 与 外 界 相 丘 离 ,遗传 物质 在 在 于 细胞 中 形成 类 核 (nucleoid)。 
真 核 生物 的 遗传 物质 存在 于 由 核 膜 包 国 的 细胞 核 中 , 外面 由 细胞质 所 围绕 ,细胞 质 中 含有 
细胞 器 (organelle) ,细胞 质 外 是 细胞 膜 。 原核 生物 还 具有 肝素 糖 的 胞 侠 , 真 核 生物 中 的 植 
物 则 含有 纤维 率 、 半 纤维 率 和 果 胶 质 购 成 的 细胞 合 。 动 物 细 胞 结构 一 般 包括 细胞 膜 、 细 胞 
质 和 细胞 核 。 


—.Hm m B 


28 d BRE ( cell membrane) X. S&H BE (plasma membrane, plasmalemma) ,是 细胞 的 重要 组 
成 部 分 , 它 包 在 所 有 细胞 细胞 质 的 外 曾 , 为 一 层 极 薄 的 膜 ,具有 独特 的 结构 和 功能 。 在 真 
核 细 胞 膜 系统 中 ,除了 质 膜 外 , 膜 内 还 有 构成 各 种 细胞 器 的 腊 , 称 为 细胞 内 膜 。 相对 于 内 
膜 ,细胞 膜 又 称 为 和 外周 膜 。 外 周 腊 和 细胞 内 膜 统称 为 生物 膜 (biomermbrane)。 细 胞 膜 是 使 
细胞 成 为 生命 基本 单位 的 重要 保证 ,其 基本 作用 昆 维护 细胞 内 环境 的 相对 稳定 ,与 外 和 界 环 
境 不 断 地 进行 物质 交换 ,能 量 和 信息 的 传递 ,对 细胞 的 生存 .生长 .分裂 及 分 化 都 至 关 重 
E. 

根据 对 各 种 细胞 弄 分 析 的 结果 表明 ,细胞 膜 主要 是 由 脂 类 和 和 蛋白 质 组 成 。 有 许多 质 
膜 还 含有 少量 的 糖 类 ,形成 糖 脂 和 精 黛 白 。 大 体 上 说 , 脂 类 约 鼎 总 量 的 和 ,蛋白 质 约 占 
40%, 粮 类 约 点 1% 一 10%。 实 际 上 它们 的 比例 随 膜 的 种 类 不 同 而 有 很 大 的 差异 。 

膜 中 的 脂 类 和 蛋白 质 含量 的 变化 与 膜 的 功能 有 关 。 一 般 膜 中 含 蛋 白质 越 多 , 腊 的 功 
能 越 是 复杂 多 样 。 相 反 膜 的 功能 越 简单 ,所 舍 蛋 白质 的 种 类 和 数量 越 少 。 

构成 膜 的 脂 类 有 磷脂 ELE ICH RR TE BEP DLE DS RC ECL NUBE PER E 
购 朋 有 磷脂 酰 胆 碱 .磷脂 醚 乙醇 胺 BIS ERILE BHE BE ZL RR Rp E RR p Dm $884 
TÉ] — ^ SET SUE PER UR, A — 1 BERE BEBE Qt PER OLI LARA PELA Bre UB 
肪 酸 链 构成 的 非 极 性 玖 水 尾部 。 这 种 一 头 亲 水 一 头 疏 水 的 分 子 称 为 两 亲 性 分 子 (amphi- 
pathic moiecules) 或 称 双亲 媒体 分 子 、 兼 件 分 于 。 磷脂 分 子 这 种 狐 特 的 结构 使 其 具有 独特 
的 物理 性 质 , 即 在 水 环境 中 , 饼 脂 分 子 的 根性 头 部 亲 水 而 非 极 性 的 尾部 避 开 水 , 伸 血 分子 
内 部 ,从 而 形成 球形 的 分 子 团 (micelle) 或 脂 质 体 (liposome) ,或 者 在 - - 定 的 水 环境 中 ,形成 
亲 水 关 部 伸 向 表 而 而 琉 水 尾部 仲 向 内 仙 的 “ 脂 质 双 分 子 层 "(lipid bilayer), 大 部 分 磷脂 和 
糖 胞 分 子 在 水 环境 里 能 自发 形成 双 层 ,而 且 这 样 的 脂 质 双 层 具 有 自 我 组 装 .自我 封 合 的 特 
性 和 流动 性 。 此 外 , 膜 脂 的 亲 水 部 分 与 膜 蛋 白 的 亲 水 氨基 酸 侧 链 结合 , 膜 脂 的 疏水 部 分 与 
膜 重 白 玖 水 的 氨基 酸 侧 链 进行 琉 水 结合 ,从 而 使 膜 形成 一 种 稳定 的 结 煌 。 RA dE o) ER rb RE 
蛋白 的 活性 主要 有 以 下 作用 :中 膜 脂 构 成 膜 的 支架 ,为 腊 蛋 白 ( 酶 ) 维 持 构 象 和 保持 活性 提 
供 适 宜 环境 。 名 腊 上 许多 酶 活性 依赖 于 膜 脂 存在 , 去掉 脂 类 , 则 酶 蛋白 失 活 。 另外 ,磷脂 
分 子 可 以 作为 在 细胞 膜 表 而 的 非 副 白质 销 ( 如 粮 基 -磷脂 酰 胆 醇 错 , GPI) ,在 蛋白 质 的 中 
上 膜 运 输 过 程 及 细胞 膜 素面 的 定位 中 起 着 重要 作用 。 
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对 于 脂 洲 性 分 子 来 说 ,如 类 固 醇 激素 ,可 直接 通过 细胞 膜 而 进入 细胞 内 结合 于 细胞 内 
的 受 体 ,对 于 水 溶性 的 物质 ,如 离子 .无 机 分 子 . 儿 肽 及 蛋白 质 等 ,是 不 通 透 的 。 这 些 物质 
的 越 膜 转运 需要 细胞 膜 上 的 和 蛋白质 来 完成 。 膜 中 的 蛋白质 ,根据 其 与 膜 脂 相互 作用 的 方 
式 及 其 在 膜 中 所 在 的 位 置 不 同 ,大 体 可 分 为 外 周 和 蛋白 (extrinsic 或 peripheral protein RIS 
在 重 白 或 整合 蛋白 (intrinsic 或 integral protein)。 前 者 分 布 在 膜 的 内 外 表面 ,为 水 洲 性 
的 ,后 者 以 不 同 程序 嵌入 脂 双 层 的 内 部 ,有 的 还 横路 全 膜 ,它们 的 梳 水 区 域 与 脂 类 分 子 的 
茧 水 尾部 相互 作用 , 亲 水 区 域 则 暴露 于 一 仙 或 两 侧 表 面 。 跨 膜 蛋 白 梳 水 部 分 几乎 都 含有 
一 个 或 一 个 以 上 的 a -螺旋 结构 片 策 。 细 胞 膜 蛋白 除了 在 水 溶性 物质 路 膜 运输 方面 的 作 
用 外 ,对 于 细胞 的 抗原 性 、 信 号 识别 与 传递 及 其 他 功能 的 实现 ,都 有 着 重要 的 作用 。 


—." 胞 质 


细胞 膜 以 内 细胞核 以 外 的 细胞 组 成 成 分 称 鸭 细胞 质 (cytoplasm)。 细胞 质 包 括 基 质 
(cytoplasmic matrix) ,细胞 器 (organeljle) 和 内 含 物 等 。 细胞 质 基 质 是 指 细胞 质 内 在 细胞 器 
和 及 含 物 以 外 ,较为 均 质 的 半 透 明 液 态 部 分 , 它 为 细胞 质 内 所 进行 的 多 种 代谢 反应 提供 内 
环境 ,并 含有 参加 胞 质 内 代谢 反应 所 需 的 多 种 酶 类 、 底 物 和 离子 ,是 细胞 质 的 重要 组 成 部 
分 。 内 含 物 是 一 些 胞 质 内 除 细胞 修 外 的 有 形成 分 ,有 的 是 代谢 产物 ,有 此 是 储存 的 营养 物 
DN PINE EU 细胞 器 有 许多 种 ,其 中 具有 界 膜 的 如 内 质 网 ,高尔基 复合 休 , 溶 酶 休 、 
叶绿体 , 微 体 (过 氧化 物体 ) 等 与 细胞 核 的 核 膜 一 起 ,统称 为 内 膜 系统 (internal membrane 
system) ;不 具有 界 腊 的 细胞 其 有 核 蛋 白 体 、 中 心 体 以 及 微 管 , 微 丝 等 ， 所 有 这 些 细胞 器 在 
基质 中 各 有 其 一 定 的 形态 结构 ,完成 一 定 的 功能 。 动物 细胞 的 细胞 器 主要 有 ， 


I. 内 质 网 


内 质 网 (endoplasmic reticulum, PER) 是 由 一 层 单位 膜 所 组 成 的 一 些 形状 大 小 不 同 的 小 
E A NIÉERE f IE CHER lamellae, zi cisternae, -Pik , 渝 泡 ) 构 成 的 。 在 细胞 质 中 , 一 般 由 
这 些小 管 ,小 赛 或 肩 囊 连 成 一 个 连续 的 网 状 系统 。 内 质 网 分 为 两 种 ;含有 大 量 核 糖 体 颗粒 
的 为 粮 面 内 质 网 (rough endoplasimic reticulum, ?ER), 它 普 记 存在 子 分泌 蛋 白质 的 细胞 
P ,其 数量 随 细胞 不 同 而 不 同 , 越 是 分 泌 旺 盛 的 细胞 越 多 ,新 合成 的 分 小 型 蛋白 质 和 定 信 
了 内 质 网 \ 高 尔 基 复 合体 ` 细 胞 膜 等 结构 的 蛋白 质 ,必须 首先 从 胞 液 (cytosol) 中 输入 烛 面 
内 质 网 中 ' 桓 且 只 有 那些 具有 特殊 琉 水 信 叶 肽 的 蛋白 质 才 可 进入 内 质 网 ,这 段 信 号 肽 可 以 
被 结合 于 新 生 肽 链 和 核糖 体 上 的 信号 识别 颗粒 (signal-recognition particle, SRP) 所 识别 ， 
并 进一步 指导 该 多 肽 链 与 粗 面 内 质 网 上 的 受 体 蛋 白 相 结合 。 从 而 启动 ATP 依赖 型 的 越 
膜 蛋 白 的 定位 过 程 。 因此 , 粗 面 内 质 网 是 分 洲 型 蛋白 合成 .加 工 的 场所 并 最 终 形成 合适 的 
可 定位 的 蛋白 质 形式 。 无 核糖 体 附 着 的 内 质 网 为 彰 而 内 质 网 (smooth endoplasmic reticu- 
lum, sER) , sER REFUS RUE, HENENERS, CHTTHEBURIE I IP TEHET REA GR 
STE AE RS A8 V rb, EE S AE E BIS COAT, 2 T BERE E HS RON E EE, 
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RREN A (Golgi complex) , 又 称 商 尔 基 器 (Golgi apparatus) 3 P3 P8 38 (internal 
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reticular apparatus) ,一 般 位 于 细胞 核 的 附近 ,在 动物 细胞 中 接近 中 心 体 ,其 显著 特征 是 一 
些 筷 平 琳 所 形成 的 高 盘 堆 倒 结 构 (Golgi stacks) ,在 其 周围 党 有 一 些小 管 和 大 小 不 同 的 赛 
泡 。 刷 训 中 充满 无 定形 或 颗粒 的 内 容 物 。 在 许多 细胞 中 ,高 尔 基 咒 的 扁 夺 玲 常 常 明显 地 
呈现 凸 面 ( 又 称 顺 面 ,cas face) REI pii (ER CIEL trans face)。 同 商 有 小 痢 小 管 连接 成 网 
状 , 在 四 面 常 见 大 训 泡 ,这 居 分 泌 产 物 集 中 的 地 方 。 高 尔 基 复合 体 中 的 糖 基 转 移 酶 是 其 中 
最 具 特 征 的 酶 类 , 它 能 把 低 聚 糖 转移 到 和 蛋白质 上 形成 糖 蛋白 。 从 形态 和 化 学 分 析 看 :高 尔 
基体 的 顺 面 膜 厚度 与 ER 相近 .而 反面 膜 的 厚度 与 质 膜 相似 ,其 化 学 成 分 也 有 相同 的 趋 
势 。 从 膜 流 来 看 ,新 合成 并 进入 内 质 网 的 分 泥 型 蛋白 在 内 质 网 腔 内 进行 胀 链 折 肥 后 ,进行 
了 初步 的 糖 基 化 并 形成 转运 小 泡 ,从 内 质 网 来 的 转运 小 泡 膜 与 高 尔 基 复合 体 的 顺 面膜 可 
合 , 新 合成 的 多 了 肘 链 在 高 尔 菇 复合 体 中 进行 加 工 , 完 战 糖 基 化 过 程 并 进行 分 捧 (sorting)， 
然后 从 反面 的 扁 囊 出 芽 形 成 包 被 隆 泡 (coated vesicies), 包 被 帮 泡 的 膜 摊 入 质 膜 并 通过 形 
成 分 泌 泡 排出 细胞 。 


3. 线 粒 体 


线粒体 (rmitochondria) 较 普遍 地 存在 于 各 种 动物 细胞 中 。 在 光 镜 下 观察 ,线粒体 呈 线 
AR , 梯 状 或 颗粒 状 ; 在 电镜 下 观察 ,线粒体 为 内 外 两 层 单 位 膜 所 构成 的 癌 状 结构 。 它 的 主 
要 结 怕 包括 外 膜 、 内 膜 . 风 、. 模 司 辽 和 滚 态 基质 。 在 线粒体 中 ,通过 氧化 葬 酸 化 进行 能 量 转 
换 ,为 细胞 内 各 项 生命 活动 提供 能 量 。 因 此 ,线粒体 是 细胞 的 “动力 工厂 "或 “能量 转换 
器 “。 除 此 之 外 ,线粒体 是 动物 细胞 中 核 外 唯 . -全 有 DNA 的 细胞 器 。 

线粒体 DNA( 简 称 miDNA) 较 小 也 较 简单 ,存在 于 线粒体 基质 中 ,有 时 与 线粒体 内 腊 
结合 存在 。 在 哺乳 动物 中 线粒体 基因 组 … 般 是 裸露 的 共 价 闭合 环 状 DNA 分 子 ,分 子 大 
小 为 16.5kb 左右 。 线粒体 DNA 是 细胞 质 遗 传 的 物质 基础 ,构成 了 独立 的 核 外 遗传 体系 
( 表 1- 1)。 该 遗传 体系 的 主要 特点 有 了 以 上 几 点 : 

(1) 线 粒 体 DNA 都 有 编码 作用 与 核 基 因 组 比较 ,动物 几乎 所 有 的 线 粒 栖 DNA 
单 核 苷 酸 都 有 编码 作用 ,或 者 编码 蛋白 质 ,或 者 编码 rRNA 和 RNA, 这些 基因 在 线粒体 
DNA 分 子 上 排列 紧凑 , 相 邻 之 间 没 有 或 只 有 很 少 岂 个 非 编码 碱 基本 开 ( 但 酵母 线粒体 基 
因 组 有 相当 数量 的 韭 编码 序列 存在 )。 

X1-1 人 类 核 基因 组 与 线粒体 基因 组 比较 


m H 核 基因 组 EE t dE 
X ^ 3 000 Mb 16.6 kb 

DNA 分 于 数 230003X 240(X Y), £& 6 1 个 环 状 DNA F 
每 细胞 DNA 分 于 总 数 HARTE 23, — fii 46 LA iO? 
emn 几 种 组 蛋白 和 非 组 蛋白 大 部 分 无 蛋白 质 
基因 密度 $} 1/40 kb 1/0. 45 kb 

fX DNA *ON JLSE 8E 

转 录 复制 单元 多 基因 连续 转 承 
内 合子 大 部 分 基因 均 已 发 现 & or 

编码 DNA £p 34 £j 93% 

重 组 城 数 分 裂 时 每 对 同 请 染色 体 至 少 一 次 无 
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(2) 线 粒 体 具有 自己 的 蛋白 质 合成 体系 ”线粒体 内 有 进行 蛋白 质 生物 合成 所 必需 
的 各 种 RNA(rRNA ,tRNA 和 mRNA)。 杂 交 试 验 表 明 ,线粒体 中 的 RNA 是 由 线粒体 
DNA 编码 ,在 线粒体 中 合成 并 用 于 线粒体 蛋白 质 合 成 。 虽 然 未 见 有 绝 胞 中 RNA 的 输入 
现象 ,但 由 细胞 核 DNA 缩 码 并 在 细 胸 质 中 合成 的 蛋白 质 ( 酶 类 ) 可 输 人 线粒体 中 。 如 线 
粒 体 内 基因 转 消 过 程 中 所 需 的 RNA SEA RES, 

(3) 线 粒 体 基 因 姐 突变 频率 高 ”线粒体 具有 自身 复制 和 分 发 增殖 的 能 力 ,其 基因 组 
的 突变 频率 远 远 高 于 核 基因 组 的 突变 能 力 。 

(4) 线 粒 体 内 的 密码 子 具 有 更 大 的 气 摆 性 ”线粒体 中 蛋白 质 的 合成 仅 需要 22 种 
tRNA, 除 具有 6 个 密码 子 的 亮 氮 酸 和 缘 握 酸 有 两 种 tRNA 外 ,其 余 各 种 氨基 可 密码 子 的 
识别 均 只 有 一 种 tRNA 来 完成 , 即 当 一 个 tRNA 分 子 的 反 密 码 子 识别 4 个 一 组 某 种 特定 
氨基 酸 的 密码 子 时 ,tRNA 反 密 码 子 第 一 位 的 碱 基 可 识别 密码 子 第 三 位 上 的 任何 一 种 碱 
基 。 

{S3) 线 粒 体 中 的 密码 子 不 同 于 通用 密码 子 所 有 生物 使 用 着 几 平 完全 相间 的 遗 竺 
密码 ,这 也 提示 所 有 生物 有 着 共同 的 祖先 。 然 而 线粒体 的 密码 子 与 通用 密码 有 明显 的 差 
Æo W UGA, 不 是 终止 密码 子 而 是 色 氮 酸 密码 子 , AGA AGG 不 是 精 氨 酸 密码 子 而 是 终 
止 密码 子 (哺乳 动物 线粒体 }) 和 丝氨酸 密码 子 ( 果 蝇 Drosophila ) ,CUA 在 藤 母 线粒体 中 不 
大亮 氨 酸 密码 子 而 是 苏 氨 酸 密码 子 。 

(6) BUB A UE EE SUR AE E e 在 有 性 生殖 的 生物 中 ,后 代 的 产生 依赖 于 雁 
雄 配 子 的 受精 作用 。 从 细胞 学 角度 来 看 ,卵细胞 除了 细胞 核 之 外 ,还 有 大 量 的 细胞 质 以 及 
存在 其 中 的 细胞 器 ,而 精子 除了 细胞 核 外 ,没有 或 者 带 有 极 少 的 细胞 质 ， 因此 也 就 没有 或 
极 少 有 细胞 器 ,所 以 在 受精 过 程 中 , 孵 绍 胞 不 仅 为 子 代 提供 核 基因 ,也 为 后 代 提 供 了 细胞 
TE SEES ,使 后 代 的 某 些 人 性 状 受 母 亲 的 影响 ,从 而 表现 出 不 同 TERRAE BUE dtc Ol IR eo 
系 遗 传 的 遗传 方式 。 

须 指 出 的 是 ,虽然 线粒体 基因 组 含有 遗传 信息 ,但 其 信息 量 非常 有 限 ( 在 人 类 的 线 料 
体 只 缩 码 13 种 多 肽 序列 ), 这 对 于 线粒体 完成 其 能 量 转换 和 供应 以 及 其 他 生命 活动 是 远 
远 不 够 的 ,因此 大 多 数 线粒体 内 蛋白 质 由 核 基因 组 编码 ,由 细胞 质 内 的 核糖 体 合成 运 到 线 
粒 体内 ,也 就 是 说 线 粒 休 是 六 自主 性 细胞 器 ， 


4. 中 心 体 


中 心 体 (centrosome) ,常见 于 动物 及 低 等 植物 的 细胞 中 ,位 子 细 胞 中 心 ,常春 近 细 胞 
核 。 在 光学 显微镜 下 ,中 心 体 呈 颗粒 状 。 在 电镜 下 观察 ,中 心 体 由 两 个 互相 垂直 的 中 心 粒 
(centriole) 与 周围 透明 的 ,电子 密度 高 的 物质 (PCM) 构 成 。 POR si rh s i BE RS HR, en 
由 9 组 三 联 微 管 组 成 ,一 般 认 为 中 心 体 与 细胞 分 弄 期 的 纺锤 体 的 形成 及 排列 方向 和 染色 
体 的 称 动 有 密切 关系 。 此 外 ,还 可 能 参与 纤毛 或 鞭毛 的 形成 ,而 纤毛 和 鞭毛 是 某 些 单 纲 胞 
生物 和 精子 的 运动 器 官 。 


三 . 细 胞 核 


细胞 核 (nucleus) 是 细胞 中 的 一 个 重要 组 成 成 分 。 绝 胞 核 的 出 现 是 进化 史上 的 一 个 飞 
路 ,由 于 核 的 出 现 , 提 高 了 细胞 对 环境 的 适应 能 力 ,为 单 细胞 生物 向 多 细胞 生物 进化 更 定 
了 基础 。 

一 般 真 核 生物 细胞 只 有 一 个 核 ,但 也 有 两 个 到 多 个 核 的 多 核 细胞 ,如 丹 峰 的 肝 细 胞 通 
常 有 两 个 核 , 兔 、 刀 的 肝 细 胞 可 达 10 个 核 。 极 少数 的 高 度 分 化 细胞 没有 核 (如 哺 胞 动物 的 
成 熟 红 细胞 )。 

B - 般 位 于 细胞 的 中 央 ,但 随 着 细胞 的 生理 性 状 不 同 ,其 位 置 也 会 改变 。 如 在 生长 的 
细胞 中 , 核 往往 移 到 生长 作用 最 旺盛 的 地 方 ,这 说 明细 胞 核 与 细胞 的 代谢 活动 有 着 密切 的 

细胞 核 的 形态 结构 ,在 细胞 生活 周期 的 各 个 阶段 变化 很 天。 细胞 分 裂 间 期 的 细胞 核 
称 为 问 期 核 ,其 主要 结构 包括 : 核 膜 , 核 基 质 AE RER ORE). 
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Fil nuclear membrane) 由 内 外 两 层 单位 腊 组 成 ,并 把 胞 质 与 核 质 分 开 。 面 向 胞 质 的 
外 膜 表面 附着 大 量 的 核糖 体 颗粒 ,通常 可 见 内 质 网 与 其 相通 连 。 内 腹面 向 核 质 ,表面 没有 
核糖 体 颗粒 ,但 和 浓 集 的 染色 陆 紧 密 接 触 。 核 腊 上 有 许多 规律 排列 的 核 孔 (nuclear pore), 
基调 节 细 胞 核 与 细胞 质 之 间 物 质 交 换 的 通道 ,并 且 有 一 定 的 选择 性 。 小 分 子 物质 交换 在 
整个 核 膜 进行 ,大 分 子 物质 (如 核 内 形成 的 各 种 RNA) 通 过 核 筷 进入 细胞 质 。 


2. 核 基质 


核 基质 (nucleoplasm) 是 核 内 的 无 形 部 分 ,为 透明 胶体 物质 ,又 称 核 液 。 它 的 成 分 和 组 
胞 基质 很 相近 ,含有 多 种 酶 和 无 机 盐 。 


3. 核 仁 


在 光学 显微镜 下 观察 ,细胞 核 中 有 一 个 或 几 个 均 质 的 反光 性 很 强 的 小 体 , 称 为 核 全 
(nucleotus)。 在 电子 显微镜 下 观察 ,可 以 看 到 核 仁 在 构造 上 的 分 化 。 一 是 位 于 核 仁 周 缘 
的 颗粒 区 , 含有 直径 为 15 一 20nm 的 颗粒 或 分 ;二 是 位 于 核 仁 中 心 的 纤维 区 ,含有 直径 为 5 
一 10nm 的 纤维 成 分 ;三 是 直径 为 10nm 的 细 丝 状 染色 质 , 它 位 于 核 仁 的 周围 并 伸展 到 核 
仁 内 部 ;四 是 基质 ,为 上 述 三 种 成 分 以 外 的 部 分 。 核 仁 最 主要 的 功能 是 合成 核 精 体 RNA 
GRNA) ,并 与 细胞 在 内 核糖 体 的 生物 合成 有 关 。 核 仁 往往 与 染色 体 .上 的 特定 部 位 (次 缮 
痕 ) 相 联 铺 ,因此 这 个 染 色 体 上 的 特定 部 位 又 称 核 仁 组 织 区 {nucleolus organizing region, 
NOR); 


4. 荣 色 质 


染色 质 (chromatin) 是 指 真 核 生 物 细胞 核 细胞 分 歼 问 期 能 被 碱 性 染料 着 色 的 物质 ,是 
由 DNA. 组 蛋白 , 非 组 蛋白 和 少量 RNA 所 组 成 的 复合 物 , 是 细胞 分 裂 间 期 遗传 物质 的 存 
D 8 ` 


在 形式 。 在 光 镜 下 , 间 期 核 基 染色 质 呈 染色 较 深 的 细 网 状 不 规则 结构 , 进 人 分 裂 期 时 则 形 
成 形态 不 同 而 又 各 具 特 征 的 高 度 浓 缩 的 染色 体 。 

染 包 项 和 染色 体 是 真 核 生物 遗 传 物质 存在 的 两 种 不 同形 态 ,反映 了 它们 处 于 细胞 分 
裂 周期 的 不 同 功能 阶段 ,两 者 不 存在 成 分 上 的 差异 。 真 核 细 胞 的 绝 大 部 分 DNA 都 集中 
全 染色体 上 ,所 以 染色 体 是 遗传 信息 的 主要 载体 。 

总 之 ,细胞 核 的 主要 功能 是 储存 和 复制 遗传 信息 ,在 一 定 程 度 上 控制 着 整个 细胞 的 生 
命 活 动 。 在 细胞 核 内 以 脱氧 核 精 居 屋 为 模板 ,在 核 内 有 关 酶 类 的 参与 下 ,合成 核糖 核酸 。 
校 糖 核 酸 经 膜 筷 进入 细胞 质 中 ,在 核糖 体 上 按照 核糖 核酸 的 碱 基 序 列 , 合 成 一 定 结构 的 蛋 
所 质 ( 酶 ), 从 而 参与 绸 胞 内 的 代谢 、 分 化 繁 殖 等 生命 活动 。 则 时 细胞 是 有 高 度 组 织 性 的 
统一 整体 , 绍 胞 核 与 细胞 质 , 各 细胞 器 之 间 都 有 密切 的 联系 。 只 有 各 部 分 密切 配合 ,互相 
制约 ,才能 完成 整个 生命 活动 。 


第 三 节 染色 ple) 


染色 体 (chromosome) 原 指 真 核 生物 细胞 分 裂 中 其 具有 一 定形 态 特征 的 染色 质 ,现在 
这 一 概念 已 扩大 为 包括 原核 生物 及 细胞 器 在 内 的 基因 载体 的 总 称 。 大 部 分 原核 生物 的 和 沫 
色 体 形态 比较 简单 , 它 只 是 一 条 裤 钉 的 或 与 少数 蛋白 质 结合 的 DNA R RNA 双 链 或 音 
链 。 真 核 生 物 染色 体 的 形态 特征 ,只 有 在 核 分 裂 过 程 中 当 染 色 体 缩短 时 方 可 在 光 镜 下 观 
察 到 。 在 分 裂 间 期 的 细胞 中 染色 体 为 绎 细 的 线 状 , 称 为 染色 线 (chromonerma)。 Xe ER ft 
此 缠绕 ,以 致 于 很 难 区 分 一 组 染色 体 中 的 单个 成 员 。 在 有 丝 分 裂 中 期 ,这 些 染色 线 经 过 着 
BUTS HE 3E HS (coiling and supercoiling) ,染色 体 凝 缩 达到 最 大 程度 ,成 为 在 光 镜 下 可 识别 
的 ,具有 一 定形 态 特 征 的 染色 体 。 


一 、 AE TIE dS GE 
(一 ) 染色 体 的 一 般 形 态 结构 


壮 过 技术 处 理 ,在 光学 显微镜 下 可 观察 到 细胞 分 裂 中 期 染色 体 具 有 以 下 结构 特征 ， 
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在 光 镜 下 观察 细胞 分 烈 中 期 的 染色 体 时 ,都 会 发 现 
— T RIXERAS 6,00 EAE BEAT B o E GER (primary con- 
striction) « ERA DX BI PST BU AI Ae 5 Dic BE AAR Og Me fes Ec 
(arm), Ht UEREHD GL EEER HE EDS ECER BHL ER 
出 来 。 着 丝 粒 (centromere} 是 染色 体 上 纺 钵 丝 的 附着 部 
位 。 如 图 1- 2 所 示 , 在 电镜 下 观察 哺乳 动物 染色 体 时 发 
现 , 主 绞 痕 两 侧 为 一 对 三 层 结 构 的 特 化 部 位 , 即 着 丝 粒 
珊 侧 的 由 蛋白 质 构成 的 三 层 盘 状 或 球状 结构 , 称 动 粒 
(kinetochore) 。 着 丝 粒 是 主 绞 痕 处 的 染色 质 部 位 ,在 有 图 1 -2 中 斯 第 色 体 上 的 着 丝 粒 


。 


丝 分 裂 的 前 期 和 中 期 ,着 丝 粒 把 两 个 姐妹 染色 单 体 连 在 一 起 ,到 后 期 ,两 个 单 体 的 着 冀 粒 
分 开 , 纺 狂 绢 把 两 条 染色 单 体 拉 向 两 极 , 着 丝 粒 有 染色 体 牵 经 纤维 与 其 相连 。 如 果 染 色 体 
上 没有 着 经 粒 , 中 期 染色 体 就 不 能 在 赤道 板 上 取向 排放 ,后 期 也 不 能 向 两 极 称 动 。 着 背 类 
使 红色 体 在 细胞 分 裂 时 表现 出 形态 上 的 不 连续 性 ,因此 人 们 认为 着 丝 粒 是 两 个 染色 体 辟 

DNA 的 -- 段 特殊 的 高 度 重复 的 DNA 序列 ,该 


REE 序列 不 能 与 组 蛋白 结合 , 却 与 其 他 蛋白 质 结合 
随从 ERAR, 从 而 与 纺 狂 体 的 微 管 蛋白 结合 ,来 
Kan 。 参与 有 丝 分 烈 后 期 的 染色 体 移动 。 
并 非 有 丝 分 裂 各 期 或 多 种 生物 的 染色 体 
均 有 此 种 分 化 结构 。 如 乌 类 的 大 染色 体 有 此 
旨 状 三 层 结构 ,而 小 染色 体 则 没有 ,酵母 没有 


map 明显 的 动 粒 , 微 管 似乎 直接 插 人 染色体 中 。 
通常 每 个 染色 体 只 有 一 个 着 丝 粒 , 它 在 某 

条 特定 染色 体 上 的 位 置 也 比较 恒定 。 但 不 同 
染色 体 上 的 着 丝 粒 的 位 置 则 不 相同 。 所 以 常用 它 作 为 描述 一 个 染色 体 组 每 条 染色 体 的 一 
个 标记 。 习 惯 上 根据 着 丝 粒 的 位 置 将 染色 体 分 为 几 种 类 型 (图 1 -3): 

(1) 中 着 经 粒 Cmetacentric) 染 色 栖 其 着 丝 粒 大 约 位 于 染色 体 的 中 部 ,使 两 个 染色 
体 臂 的 长 度 大 致 相等 { 侠 比值 1.0 一 1.7); 

(2) 近 中 着 经 粒 (submetacentric) $% & 4k 是 指 着 丝 粒 的 位 置 虽 千 近 中 部 ,但 与 两 
端的 距离 不 等 ,使 染色 体 的 两 辟 具 有 明显 不 等 的 长 度 ( 璧 比值 1.7~3.0); 

(3) £38 A H t (subtelocentric) 3& & 4k JE f8 2$ ORI SE ET Gs DEB 8 HE ER 3 ag 
XH — EEROR Efl 3.0—7.0); 

(4)5& $ H 3a ( telocentric) i &, 4. 即 着 丝 粒 在 染色 体 的 端 部 ,形成 只 有 一 个 染色 
体 辟 的 染色 体 ( 辟 比值 >7.0)。 

申 于 对 有 无 真正 的 端 部 着 丝 粒 染 色 体 有 争论 ,又 常 使用 近 端 着 丝 粒 (acrocentric} 染 色 
体 这 个 词 ,来 称呼 只 有 一 个 染色 体 辟 的 染色 体 。 

在 某 些 情况 下 ,着 丝 粒 区 域 的 功能 由 一 个 次 生 的 移动 中 心 所 代替 ,形成 “新 着 丝 粒 ” 
{neocentromere), 有 的 生物 的 染色 体 可 以 具有 两 个 ( 双 着 丝 粒 染色 体 ) 或 两 个 以 上 的 着 此 
粒 , 结 果 纺 锤 丝 可 以 与 染 色 体 上 许多 位 点 相连 接 , 故 称 为 多 着 丝 粒 (polycentromere) 染 色 
体 , 如 马 蚌 虫 曾 发 现 这 类 例证 。 在 -… 些 昆虫 的 同 起 目 (Homoptera) , 338 H (Hemiptera), 
沿 着 整个 染色 体 长 度 的 每 一 个 点 都 具有 着 丝 粒 的 活性 ,这 种 活性 本 质 上 是 扩散 的 , 故 称 之 
为 弥散 着 丝 粒 (holocentromeres}。 

由 着 丝 粒 的 位 置 而 形成 的 染色 体 辟 ,可 用 不 同 方式 测量 。 根 据 1966 年 国际 世 加 琉 会 
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图 1-3 根据 着 色 粒 位 置 的 集 色 体 分 类 


痰 的 弱 缩 部 位 , 称 为 次 绞 痕 {secondary constriction)。 它 通常 出 现 宪 染色 体 末 端的 近 旁 ,其 
大 小 和 范围 是 桓 定 的 ,一 般 位 于 染色 体 的 短 璧 上。 这 一 区 域 与 末期 核 仁 形成 有 关 ,并 在 间 
期 种 前 期 与 核 仁 联 系 在 一 起 ,因而 被 称 为 核 仁 组 织 区 。 业 已 证 明 , 核 仁 形 成 区 是 rRNA 的 
合成 部 位 。 然 而 在 中 期 , 核 仁 一 般 看 不 到 ,但 在 这 一 区 域 往往 具有 显著 的 标记 , 即 在 该 部 
位 的 异 困 缩 Cheteropycnosis) 程 度 很 高 , 易 被 识别 ,因此 是 染色 体 组 中 鉴别 该 种 染色 体 的 良 
好 佐证 ,并 在 分 类 学 上 有 很 大 价值 。 

与 次 继 痕 相连 的 圆 形 或 椭 阅 形 小 体 称 为 随 体 {satellite, trabant)。 它 通过 随 体 柄 连接 
到 染色 体 短 辟 上 。 随 体 的 大 小 差异 很 大 ,有 的 小 到 难以 辨别 的 程度 ,而 有 的 是 巨型 随 体 。 
此 外 , 同 源 染 色 体 的 随 体 大 小 也 不 -一 定 相同 。 一 个 种 的 核 仁 形 成 可 能 对 另 一 个 种 为 显 性 ， 
所 以 在 杂种 中 ,将 会 出 现 -个 亲本 染色 体 组 显示 有 随 体 ,而 另 一 个 亲本 则 无 随 体 存在 。 目 
前 人 们 认为 随 体 几乎 全 部 是 蜡染 色 质 ,所 以 它 不 具有 常 染色 质 所 具有 的 跟 传 活性 。 然而 
Phillips 等 证 实 , 在 玉米 中 决定 多 次 有 毕 分 烈 的 Po 基因 位 于 6 号 染色 体 的 随 体 上 。 此 外 
还 有 人 愉 测 出 与 核 仁 形成 区 无 关 的 次 缮 痕 , 为 避免 与 核 仁 形 成 区 相 混 靖 , 称 之 为 第 三 绞 
ÓR. TETR AE Sp VIRA SU RO PS A T RE ER DE TL EIS Fs] s ERICH BSR 
域 和 活性 薄弱 的 区 域 。 随 体 是 识别 染色 体 的 重要 特征 之 一 。 


3. 染 色 粒 


在 减 数 分 发 的 粗 线 期 ,染色 线 表 更 出 沿 着 染色 体 全 长 分 布 的 ,具有 恒定 大 小 和 -定位 
秆 的 “念珠 " 状 突起 , 称 为 染色 粒 (chromomere)。 染 色 粒 与 染色 粒 之 间 着 色 较 浅 的 区 域 为 
染色 粒 间 区 (interchromomere)。 自前 对 染色 粒 的 形成 所 能 接受 的 解释 是 连续 的 DNA 链 
的 局 部 螺旋 化 所 致 。 它 可 能 相当 于 DNA 的 复制 单位 ,RNA 的 合成 单位 和 加 工 单位 。 章 
染色 质 的 染色 粒 比 常 染色 质 的 染色 粒 染色 深 , 似 乎 比 常 染 色 质 的 染色 科大 ,因此 称 之 为 大 
染色 粒 。 通 常 靠近 着 丝 粒 的 染色 粒 大 ,而 向 着 染色 体 末端 逐 渐变 小 ,从 而 构成 染色 料 的 大 
小 梯度 。 在 粗 线 期 染色 体 上 ,染色 粒 的 数目 基本 是 恒定 的 ,因而 可 作为 可 靠 的 形态 特 
征 。 


4. er 


端 粒 (telomere) 是 染色 体 上 增 大 的 末端 染色 粒 ,是 染色 体 的 组 成 部 分 。 像 着 丝 粒 一 
样 , 当 端 粒 缺失 时 , 则 该 染色 体 无 正常 功能 。 端 粒 能 封闭 正常 染色 体 末 端 ,共有 端 粒 的 染 
色 体 末端 不 能 与 其 他 断 洲 的 染色 体 末 端 连 接 。 假如 正常 染色 体 被 X 射 组 打 断 ,形成 的 断 
片 可 重新 愈合 。 然而 ,它们 不 会 和 染色 体 必 末端 愈合 , 臂 的 末 庙 也 不 能 相互 愈合 。 ATIU 
71 CT e C REFR O EL E He n PR BLA BUE (polarity), 从 而 保证 了 染色 体 在 细胞 周 其 
中 的 正常 行为 。 在 特殊 情况 下 , 端 粒 具有 着 丝 粒 的 活性 ,因而 被 称 为 新 着 丝 粒 。 Faria 等 
在 很 多 的 植物 物种 中 研究 了 端 粒 的 复合 结构 , 以 为 端 粒 是 由 两 个 独立 而 又 有 区 别 的 原 端 
Ti Cprotelomere) P A itt (eutelomere) £8 i, 根据 观察 , 原 端 粒 是 具有 明显 界限 的 末端 深 
染 结 构 ,而 真 端 粒 是 连接 原 端 粒 的 亚 末端 部 分 并 认为 ,一 个 复合 映 粒 售 有 8 个 不 同 的 染 
色 粒 ,车 其 中 部 分 断 恤 不 会 南 失 该 结构 的 遗传 功能 。 根据 电子 显微镜 研究 , 端 粒 是 由 无 规 
DU DT AE H I Go LA OTE PLUR OLG GER GS LP UR LET AG TURIS ERE RE 
mi, 
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5. 染 色 单 体 


中 期 染色 体 由 两 条 染色 单 体 所 组 成, 两 者 在 着 经 粒 的 部 位 相互 结合 。 每 一 条 单 体 是 
一 条 DNA 双 链 经 过 一 定 的 等 级 结构 折 有 至 一 月 吊 彤 成 。 从 遗传 组 成 来 说 ,机 者 的 DNA 和 和 
蛋白 质 是 相同 的 , 它 是 经 过 细胞 分 裂 问 期 DNA 和 和 蛋 日 质 复制 而 形成 ,在 有 经 分 裂 中 期 ， 
讽 条 染色 单 体 通过 着 经 粒 排 询 在 林道 概 的 山 侧 ,有 丝 分 洲 后 期 两 条 染色 单 体 分 开 , 并 向 两 
极 移动 , 计 最 终 分 布 于 两 个 子 细胞 中 。 


(二) 染色 体 功 能 实现 的 二 要 素 


任何 真 核 生物 染色 体 的 生物 学 功能 都 严格 依赖 了 二 种 DNA 序列 结构 ;着 丝 粒 \ 端 粒 
和 复制 起 点 。 这 一 点 已 被 醉 母 人 工 染色 体 前 成 功 构建 所 证 实 。 


1, 苦 毕 粒 在 染色 体 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 过 程 中 发 挥 重要 作用 。 


着 丝 粒 是 染色 体 在 有 丝 分 抽 和 减 数 分 裂 过 程 中 实现 分 离 的 顺 式 作 用 元 件 (cis acting 
clernents) 每 个 正常 染色 体 部 含有 一 个 善 丝 粒 , 它 是 有 丝 分 裂 (mitosis) 和 减 数 分 条 (rmeio- 
sis) 过 程 中 巢 色 体 分 离 不 可 缺少 的 因素 ,缺乏 着 丝 粒 的 染色 体 片 妈 ,不 下 能 参与 纺锤 体 
(spindle) 的 形成 ,也 不 会 通过 细 胸 分裂 分 配 到 子 细胞 中 去 。 

茶 条 特定 染色 体 着 丝 粒 的 结构 和 功能 ,由 位 于 着 丝 粒 处 的 DNA 序列 所 次 定 。 存 简 
革 的 真 核 生物 中 ,决定 着 丝 粒 芒 能 的 序列 非常 短 ， 如 在 酵 帮 细胞 中 ,着 丝 粒 元 件 (cen- 
tromere element,CEN) 大 约 有 110 bp, ri ffi 96 bp 和 11 bp IE] Fi d BER SEU ADEL Sb 
f'F(flanking eJement) 以 及 一 个 约 80—90 bp (Er à AT 的 中 部 节 段 (segment)。 酵 母 细胞 
中 的 着 丝 粒 是 可 互相 蔡 换 的 ,一 个 醇 给 染色 体 的 着 丝 粒 可 以 韦 换 另 一 个 染色 体 的 车 丝 粒 
而 不 会 引起 明显 的 后 果 。 然而 哺乳 动物 着 丝 粒 的 结构 时 加 复杂 ,而 且 具 有 一 些 特异 的 
DNA 序列 。 


2. 端 粒 封 闭 了 染色 体 的 未 端 并 且 维 持 了 染色 体 的 稳定 性 


问 粒 是 染色 体 末端 的 特 化 结构 ,包括 DNA 和 化 和 白质 ,而 且 对 染色 体 末 端 起 到 隋 化 作 
用 。 端 粒 的 功能 一 般 认 为 有 以 下 几 点 ， 

(1) 维 持 米 色 体 结构 的 完整 性 如 果 失 去 端 粒 , 则 染色 体 的 末端 呈现 高 度 的 不 稳定 
性 ,并 且 使 染色 体 末端 具有 与 其 他 染色 体 断 端 隔 合 的 倾向 ,从 而 发 生 重组 或 退化 ， EENEN 
合 蛋 白 (telomere binding proteins) 能 够 识别 端 粒 的 3 单 链 区 并 且 能 在 体外 保护 DNA 未 
端 ,而 且 它 们 可 以 提供 在 体 内 保护 端 粒 的 “帽子 "(cap) 结 构 。 

2) 保证 来 色 体 末端 的 完整 复制 在 DNA 复制 过 程 中 ,后 随 链 的 台 成 是 不 连续 
的 , 它 需 要 一 些 DNA 先导 序列 作为 RNA 引物 的 模板 内 此 需要 一 定 的 机 制 来 解决 线性 
DNA 分 子 末 端 复 制 所 出 现 的 难题 ,细菌 以 环形 分 子 米 解决 ,而 真 核 生物 已 进化 出 特定 的 
DNA 序列 和 特殊 的 酶 来 解决 这 -… 难 题 。 

《3) 在 维持 细胞 核 的 三 维 丫 机 及 米色 体 配 对 中 起 一 定 作 用 这 个 可 能 的 功能 是 在 
观察 染色 体 末 端 定位 于 核 膜 边缘 时 提出 的 。 通 过 与 细胞 膜 结合 , 端 粒 可 以 用 来 锚 定 染色 
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体 ,因此 在 细胞 分 裂 闻 期 为 染色 体 的 重新 组 织 提供 作用 力 ,并 避免 染色 体 臂 的 缠绕 ,另外 
端 粒 与 核 膜 的 结合 ,也 许 简 化 了 同 源 染色 体 间 的 相互 寻找 ,从 而 降低 了 染色 体 配 对 的 复杂 


性 。 
3. 复 制 起 点 是 DNA 复制 起 始 和 染色 体 数 目的 维持 所 必需 的 


正常 二 倍 体 细胞 的 DNA 在 一 个 细胞 冰期 中 仅仅 复制 一 次 。 复 制 起 始 的 控制 由 一 些 
关键 的 顺 式 作用 序列 来 决定 。 这 些 顺 式 作用 序列 可 由 反 式 镍 用 的 蛋白 质 结合 来 起 作用。 

真 核 生 物 复 制 起 点 在 酵母 细胞 中 已 进行 了 大 量 的 研究 ,通过 遗传 分 析 可 以 推测 出 复 
制 起 点 的 大 致 位 置 。 在 这 项 研究 中 ,和 用 了 细菌 质粒 来 转化 缺乏 复制 必需 基因 的 酵母 细 
胸 , 而 在 细菌 质粒 中 含有 宿主 所 缺乏 的 必需 基因 ,月 添 如 了 一 段 酵母 DNA 随机 序列 来 检 
测 起 始 自 动 复制 的 能 力 。 由 于 质料 中 的 细菌 复制 起 点 在 酵母 细胞 中 没有 功能 ,因此 少数 
转化 效率 较 高 的 质粒 中 所 插入 的 酵母 DNA 片段 一 定 具 有 负责 高 效 复制 额外 染色 体 的 元 
件 , 称 为 自主 复制 序列 (autonomously replicating sequence, ARS), 

ARS 被 认为 是 真正 的 复制 起 点 。 在 一 些 研究 中 ,已 经 在 特殊 的 染色 体位 置 上 定位 了 
ARS, 而 且 证 实 了 DNA 复制 在 该 位 置 起 始 。ARS 仅 包 括 50 bp 的 DNA 序列 , 富 含 AT， 
有 一 个 保守 的 核心 共同 序列 和 一 些 不 完整 的 该 序列 拷贝 。 另 外 ARS 还 包括 了 一 个 转录 
因子 结合 位 点 和 结合 于 起 始点 的 蛋白 质 复合 物 。 

哺乳 动物 起 始 位 点 由 于 缺陷 型 个 体 的 缺乏 而 知之 甚 少 。 虽 然 对 某 些 起 始 位 点 进行 了 
研究 ,但 这 些 研 究 没有 鉴别 出 一 个 唯一 的 复制 起 点 ,这 也 使 人 们 推测 哺乳 动物 的 复制 可 能 
是 由 多 位 点 起 始 。 最 近 ,Dobbs 等 利用 计算 机 对 几 个 可 能 的 真 核 生物 {包括 入 类 和 其 他 哺 
乳 动物 ) 的 复制 起 点 进行 了 分 析 , 鉴 别 出 了 DNA 的 共同 序列 :WAWTIDDWWWDHWG- 
WHMAWTT, 其 中 WW=A,T;D=A,G,T;H=A,C,T;M=A,C。 


二 、 染色 体 的 超 微 结构 
(一 ) 和 染色 体 包 装 的 结构 模型 


染色 质 丝 的 化 学 成 分 主要 是 ; 脱 气 核糖 核酸 (DNA) ,组 蛋白 HE ES HER BE 
核酸 (RNA) 及 一 些微 量 元 素 。DNA 约 占 染色 体 组 成 成 分 的 3098 — 4096 ;组 蛋白 含量 与 
DNA 的 合 量 大 致 相等 ; 非 组 蛋白 的 合 量 变化 很 大 。 在 高 等 生物 染色 体 中 ,性 白质 部 分 ~ 
般 约 占 5% 以 上 。 

众所周知 ,组 蛋白 对 染色 体 的 结构 有 重要 作用 , 它 不 但 是 染色 体 的 主要 组 成 成 分 , 同 
时 有 证 据 表 明 , 染 色 质 丝 的 螺旋 化 和 超 螺 旋 化 也 是 由 DNA 双 螺 旋 特 定 部 位 的 组 蛋白 所 
控制 。 那么 染色 体 中 的 组 蛋白 与 DNA 是 怎样 结合 的 ? 是 通过 怎样 的 过 程 和 步骤 使 染色 
质 纤 丝 包装 成 染色 体 的 ? 


1. 核 小 体 是 染色 体 包 装 的 基本 单位 


Komberg(1974) 通 过 大 量 的 研究 工作 提出 了 染色 质 结构 的 念珠 模型 {beads-on- 
a-string}o 他 主张 染色 质 的 基本 结构 是 由 一 系列 核 小 体 (nucleosome) 相 巨 连接 而 成 的 念 
a 13 . 


图 1-4 HB FW ES HOLA T. T. Russell, 1990) 


珠 状 。 核 小 体 是 由 200 bp DNA 双 螺 旋 与 一 个 组 蛋白 八 聚 体 和 -个 分 子 的 组 蛋白 HI 所 
组 成 。 这 一 工作 继而 得 到 D.E. Olins 和 A.O,Olins 工作 的 支持 。Olins 夫妇 用 温和 的 方 
法 破坏 鸡 红细胞 核 ,将 染色 质 层 铺 在 电镜 铜 网 上 。 在 电镀 下 观察 ,发 现 染 色 质 的 基本 结构 
是 无 数 小 珠 串 起 来 而 形成 .他 们 将 这 种 小 珠 称 为 纽 体 (vbody)。 小 珠 直径 为 10nm.， 核 小 
体 是 由 核 小 体 核 心 Lnucleosome core) 和 一 条 含有 H1 组 蛋白 É IE] B (spacer) DNAL[ XA i£ 
& DNA(linker DNA)] 所 组 成 。 核 小 体 的 核心 由 组 蛋白 H2A (H2B.H3.HÀ 各 两 个 分 子 所 
URS AJR DORITE OR ELAH 194 B8 88 146 个 磊 基 对 的 核心 DNA ore DNA) 所 组 成 。 
车 结合 上 HLA DNA 双 螺 旋 缠 绕 两 圈 , 有 165 个 碱 革 对 。165 个 做 其 对 加 上 组 蛋白 核心 
及 HI 称 为 染色 质 小 体 (chromotosome)。H1 与 DNA 双 链 的 进出 口 端 相 结合 ,封闭 了 楼 
小 体 核 心 。 间 隔 DNA 8 B RS 68 Ho] ME] ,长 度 纳 为 35 碱 基 对 。 

组 蛋白 是 一 种 碱 性 蛋白 质 ,等 电 点 一 般 在 pH10.0 以 上 ,是 由 于 它们 含有 较 多 的 碱 性 
氨基 酸 的 缘故 。 提 取 组 蛋白 可 用 0.2molAL HSO4 ,组 蛋白 可 以 溶解 而 DNA 却 不 溶解 。 

一 般 真 核 生 物 染 色 体 上 共有 5 种 组 蛋白 ,分别 为 HI `.H2A .H2B.H3、H4, 它 们 在 同 -- 
个 体 不 同 组 织 中 全 一 样 ,在 不 同 的 真 核 生物 中 也 很 相似， 其 本 要 特征 如 表 1-2 所 示 、 

. 在 5 种 组 蛋白 中 ,除了 Hi 以 外 ,其 余 4 种 都 有 相 豆 作用 以 形成 聚合 体 的 趋势 ,它们 
通过 C 端的 疏水 氨基 酸 相 结合 ,而 N 端的 碱 性 氨基 酸 则 向 四 面 伸 出 以 便 与 DNA 分 子 相 
互 作用 。4 种 组 蛋白 分 子 中 ,H3 HA 亲和力 最 强 ,可 形成 四 体 ,H2A 和 H2B 亲和力 也 很 
强 ,H2B 和 H4 也 容易 结合 ,H2A 和 HG 之 间 反 应 弱 , H2A 和 H4 以 及 ED. 和 H3 zt iE] 
SER, 种 组 蛋白 的 结合 方式 如 图 1 5. 

*1-2 组 蛋白 的 某 些 特性 


组 蛋白 分 子 量 (kDa) AERAR 种 类 的 变异 | 每 200 bp DNA 的 分 子 数 
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RBii-5 核 小 体 组 装 及 HI 组 量 上 分 子 与 相 亏 核 小 全 包装 的 关系 


8 种 组 重 白 分 子 根据 配对 的 亲和力 差异 ,组 成 了 直径 10nm, 高 6nm EAE LEE TELLE 
体 核 心 ,直径 2 nm AI DNA 分 子 在 八 聚 体 的 外 面 编 绕 1 玫 图 。 此 种 结构 ,构成 了 染色 
质 包装 前 基 本 结构 单位 一 一 核 小 体 结构 。 核 小 体 结构 的 组 装 顺序 是 ;H3 和 H4 首先 形成 
Vu 3E EC H3);0H40;. DNA A HT XE Rc E 82€ — Bl, HA HB 形成 2 个 异 二 票 体 组 合 于 四 
Rb a9 wi JE AS d 29 30— 40 bp 的 DNA 序列 ,最 后 组 蛋白 Hi 与 特定 的 DNA 构象 的 结 
合 , 封 住 了 核 小 体 的 进口 和 出 口 ( 如 图 1 -5 所 示 )。 这 一 模型 与 Felsonfeld 等 人 实验 结果 
相符 , 即 在 缺少 H2A 与 H2B 的 情况 下 ,H3.H4 也 能 与 DNA 形成 类 似 的 核 小 体 结构 ,而 单 
独 的 H2A,H2B 或 H2A-H2B 则 无 此 能 力 。 

上 述 结构 模型 ,不 仅 得 到 了 电镜 工作 的 支持 ,而 且 得 到 生化 工作 的 支持 。 如 用 小 球菌 
核酸 酶 消化 染色 质 时 ,经 过 芒 糖 梯度 离心 及 琼脂 糖 凝 胶 电 读 分 析 , 发现 切 下 的 片段 都 是 
200 bp 为 单位 的 不 同伴 数 的 DNA 片段 ,与 电镜 下 所 观察 的 单 体 .二 体 .三 体 等 不 同 倍数 
的 核 小 体 是 完全 -- 致 的 ,如 图 :提取 电汇。 实验 结果 表明 ,两 个 核 小 体 之 间 的 连接 区 更 多 
地 暴露 于 酶 中 , 因 面 易 从 这 些 部 位 切断 。 如 经 进一步 消化 , 则 间隔 DNA 被 降解 , 随 着 降 
解 程度 的 不 同 可 分 为 售 165 bp 的 剖 切 核 小 体 和 146 bp 的 核心 颗粒 。 核 心 上 无 Hi HE 
BREST. HI 结合 在 间隔 DNA 上 ,并 介 于 两 个 核 小 性 核心 之 间 。HI 组 蛋白 分 子 不 仅 维持 
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I 核 小 体 的 结构 稳定 ,而 且 可 能 对 于 形成 染色 体 的 更 高 级 结构 即 染色 质 丝 的 进一步 螺旋 
化 具有 重要 意义 。 


2. 染 色 体 包装 的 螺 线 管 模型 


1976 Œ J. T. Finch 等 将 鼠 肝 细胞 核 用 微 球 菌 核酸 酶 处 理 , 制 备 出 平均 由 40 个 核 小 
体 组 成 的 染色 质 , 在 电镜 下 观察 ,发 现在 有 EDTA 存在 时 ,可 看 到 直径 为 10 nm Haeg 
松弛 的 螺旋 状态 ;如 果 有 一 定 节 的 镁 离子 存在 , 则 是 螺 臣 为 12 一 15 nm, 直径 为 30 一 
50 nm 的 紧密 缠绕 的 螺旋 状态 。 对 于 去 掉 了 Hl 的 染色 质 , 则 无 此 效应 。 由 此 可 推测 螺 
旋 的 形成 必须 有 组 蛋白 HI 参与 。 根 据 这 些 结果 , Finch 等 提出 了 一 个 螺 线 体 模 型 
{solenoid model) 。 

螺 线 体 由 核 小 体 链 晤 螺旋 形 旋 绕 形 成 ,其 直径 为 30 nm, Si PES OPER Fl, HR EDS 
的 每 一 周 螺旋 包括 6 个 核 小 体 , 因 此 DNA 长 度 缩短 了 6 倍 。 在 电 链 下 经 常 观 察 到 直径 
30 nm 左右 的 细 丝 ,可 证 明 这 一 点 。 如 果 把 核 小 体 作为 染色 质 的 一 级 结构 , 则 螺旋 体 就 是 
tg nm —2 5 Hj. 

虽然 在- 级 结构 和 二 级 结构 上 没有 争议 ,但 从 螺旋 体 如 何 进一步 包装 成 染色 体 则 在 
不 同 看 法 。 由 于 分 子 牛 物 学 的 发 展 和 新 方法 的 利用 ,支架 环 模型 越 来 越 受 到 人 们 重视 。 


3. 染色 体 包 装 的 支架 环 模型 


典型 的 细胞 核 直径 约 有 5 hm(5x10-4cm) ,作为 DNA 二 级 结构 的 30 nm 染色 质 纤 
维 约 长 0.1 em, 因 此 肯定 述 有 更 高 级 的 包装 序列 。 

Laemmli 等 以 酸性 葡 聚 糖 竞争 性 地 除 掉 梁 色 体 上 的 组 蛋白 之 后 ,在 染色 体 的 核心 中 
显 出 蛋白 质 支 架 (scaffold)。 两 条 染色 单 体 的 非 组 蛋白 支架 在 着 经 粒 区 域 相连 接 , DNA i 
获 开 围绕 在 支架 周转 ,并 和 支架 相连 接 ,在 电镜 照片 中 可 以 发 现 无 数 环 结 榴 ( 如 图 1-76), 
每 个 染色 单 体 均 由 染色 质 纤维 所 构成 的 环 所 组 成 ,每 个 环 大 约 AA 75 kb 的 DNA。 环 内 
着 在 中 央 酸 性 非 组 蛋白 所 组 成 的 支架 上 ,其 中 值得 注意 的 是 拓扑 异 构 栈 开 , 该 酶 可 以 使 
DNA 双 螺 旋 中 的 两 条 DNA, 链 解 旋 。 拓 扑 异 构 酶 IL 和 其 他 染色 质 恒 白 结 侣 于 富 含 AT 的 
序列 ,这 些 几 百 个 碱 基 对 的 富 含 AT 序列 (65% ) 所 构成 的 支架 附着 区 域 (scaffold attach- 
ment region, SAR) ,是 染色 质 环 附着 的 基本 条 件 。 由 此 而 形成 的 支架 环 (scaffold-loop) 复 
合体 进一步 包装 形成 染色 单 体 (如 图 1 -7)， 

上 述 环 结构 在 特殊 类 型 的 染色 体 一 一 灯 刷 染色 体 和 多 线 染 色 体 也 可 以 观察 到 ,在 大 
肠 杆 菌 染色 体 中 ( 环 状 无 组 蛋白 ) 也 可 以 观察 到 相似 的 环 结构 域 (loop domain) , ifo T IF 
也 许 是 染色 体 的 一 般 特征 。 


C) 特殊 染色 体 的 支架 环 结 构 


1. 灯 刷 染 色 体 


上 面 已 讨论 了 染色 质 的 包装 顺序 ,但 是 在 间 期 和 前 期 初 ,由 于 染色 质 终 维 太 细 并 纺 红 
在 一 起 ,因此 ,很 难 清楚 地 分 辨 出 整 条 染色 体 的 结构 。 然而 在 一 些 特殊 类 型 的 细胞 中 ,如 
^ 16 E 
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在 减 数 分 裂 过 程 染 色 体 已 配对 的 生长 卵 母 细胞 (未 成 熟 孵 ) 中 ,由 十 具有 很 高 的 RNA 合 
成 活性 ,从 而 形成 许多 伸展 的 染色 质 环 结构 ,新 合成 的 RNA 与 蛋白 质 形成 RNA -和 蛋白质 
复合 物 并 包 被 在 这 些 伸 展 环 上 。 因 此 即使 低 倍 镜 下 观察 ,也 能 清楚 地 看 到 所 谓 " 灯 乔 染 色 
体 (Iampbrush chromosome)" (i 8] 1 - 8). 


图 1-8 两 栖 类 即 母 细胞 灯 刷 染色 体 


灯 吊 染色 体 呈 典型 的 双 线 期 交叉 结合 二 价 体 状 态 { 如 图 ] - 9)。 其 上 有 排列 不 规则 
的 呈 串 珠 样 的 染色 粒 , 并 有 成 对 的 脱 螺 旅 染色体 环 洛 轴 心 向 外 伟 出 ,许多 环 进行 着 活跃 的 
转录 ,染色 粒 由 两 侧 的 高 螺旋 化 的 非 转录 区 域 所 构成 , 沿 染色 体 轴 心 在 相 邻 染色 粒 之 间 存 
在 着 既 无 螺旋 化 又 无 转录 活性 的 较 短 的 染色 质 连 接 区 。 杂 突 试验 表明 ,不 同 物种 环 的 伸 
展 方式 和 数目 不 同 ,而 某 一 物种 特定 的 环 总 是 具有 相同 的 序列 和 伸展 方式 ,说 明 环 的 数目 
和 形式 具有 种 的 特异 性 ,因而 可 作为 染色 体 编号 的 标志 。 

一 套 灯 刷 染 色 体 上 大 约 有 10 000 个 环 ,每 个 环 由 -个 转录 物 或 几 个 转录 物 组 成 , 转 
录 子 的 RNA 分 子 可 能 是 hnRNA, 有 些 转 洪 出 的 RNA 分 子 比 转录 它 的 模板 DNA 分 子 
短 , 可 能 在 转录 尚未 完成 之 前 ,加 工 剪接 过 程 已 经 开始 。 在 妨 母 细胞 阶段 ,细胞 处 于 双 线 
期 , 需 表 达 大 量 mRNA 并 翻译 成 多 种 蛋白 质 ,以 满足 早期 胚胎 发 育 的 需要 。 

在 灯 刷 染色 体 上 , 绝 大 部 分 DNA 是 以 染色 粒 形式 存在 ,不 进行 基因 表达 ;而 环 的 轴 
心 是 DNA 分 子 。 在 电镜 下 观察 每 个 环 的 负心 还 偶 出 近乎 垂直 的 细 丝 ,每 条 细 丝 是 一 条 
转录 出 的 RNA 分 子 并 与 蛋白 质 组 成 复合 体 ; 环 的 粗细 变化 很 不 规则 并 与 转录 出 的 RNA 
长 短 有 关 。 细 的 部 分 是 转录 起 始点 ,RNA 分 子 较 短 ,而 随 着 RNA 的 延长 , 环 链 的 直径 逐 
闻 加 大 。 当 细胞 分 烈 进入 到 中 期 , 环 结构 消失 。 


2. 多 线 染色 体 


由 于 不 同 的 特性 ,染色 质 上 的 单个 区 域 在 某 些 昆虫 的 细胞 中 也 可 以 清楚 地 观察 到 。 
许多 果 蝇 细胞 经 过 多 个 复制 周期 的 DNA 合成 而 细胞 不 分 列 ， 因此 形成 巨大 细胞 ,包含 
1 18 + 


几 于 倍 和 的 DNA 复合 物 ,又 称 多 售 体 ,所 有 的 纯 合 染色 体 结合 在 一 起 ,形成 多 线 染色 体 
(polytene chromosome)。 这 些 细 胞 的 多 倍 体 -多 线性 的 转换 证 明 这 两 种 染色 体 状态 具有 
相关 性 ,多 线 染 色 体 的 基本 结 枸 与 正常 染色 体 相似 。 

由 于 体积 巨大 以 及 体 细胞 染色 体 的 精确 联 会 ,延长 了 染色 体 轴 心 和 避免 了 缠绕 ,即使 
在 低 售 镜 下 也 可 清楚 地 观察 到 多 线 染色 体 (如 图 1 - 10)。 通 过 对 果 蜡 的 唾液 腺 多 线 染 色 
体 研究 发 现 ,每 条 染色 体 包 含 了 10 个 复制 周期 的 1024(20) 条 DNA 纤维 。 而 且 沿 着 染色 
体 的 纵 长 分 化 成 相间 的 带 纹 , 深 者 称 为 带 (band), 浅 者 称 间 带 (interband)。 约 85% 的 
DNA 位 于 带 内 ,15% 的 PNA 位 于 间 带 。 深 染 的 带 比 间 带 的 螺旋 化 程度 高 .通常 认为 每 
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图 1-9 灯 删 染色 体 的 友 架 环 结 攀 
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条 带 都 代表 了 一 个 高 度 折 要 的 环 结构 (如 图 1 
条 带 和 间 带 的 宽度 ,估计 每 条 染色 质 纤维 的 每 
别 并 给 予 标号 ,从 而 得 到 多 线 染 色 体 的 标识 图 

在 典 色 体 结构 尚未 清楚 之 前 ,就 已 注意 到 多 线 染 色 体 的 形态 变化 与 基因 表达 相关 。 
在 乡 线 染 色 体 上 常 可 发 现 局 部 膨大 的 现象 , 称 之 为 胀 泡 (poff) ,其 实 质 就 是 带 上 的 染色 类 
或 者 是 折 闪 的 环 松 解 (如 图 1 - 12)。 二 者 的 结构 没有 原则 上 的 不 同 ,只 是 胀 泡 部 DNA 环 
SUB MAR, ARKO HH 53 E RRA REDT XR , p di JE WB BUS IE], NERA FR Ron 
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-1D. FRR PI M A 5000 条 带 ,根据 
条 带 含 有 3000 一 300 000 bp, 每 条 带 均 可 识 
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图 1-11 对 线 染色 体 上 的 带 与 图 1- 12 $&HERADGEBSNICER SHRORRUX S 
环 支架 铺 构 的 关系 


形成 和 消失 。 如 用 CHER E ECTE HB A de ER 3 (6 00 838] EB mE, E k CER 
记 。 说 明 胀 泡 部 位 进行 着 活跃 的 基因 转录 。 这 -点 也 可 以 用 DNA BS EHEH, d AU 
基因 组 中 由 于 转录 部 位 敏感 位 点 和 超 敏 感 位 点 的 存在 , 胀 泡 部 位 往往 受到 DNA 酶 1 的 优 
先 必用 ,因此 该 部 位 的 染色 质 又 称 为 活性 染色 质 (gctive chromatin), Z£ £X 9e & BM E fS 
发 现 开 始 便 引起 人 们 的 极 大 兴趣 , 随 着 分 了 生物 党 的 发 展 ,该 种 染色 体 蕊 成 为 基因 表达 调 
控 研 究 的 理想 材料 。 


(Z) 常 染 色 质 和 和 异 染 色 质 


根据 染色 反应 ,染色体 中 的 染色 质 可 分 为 常 染 色 质 (euchromatin} 和 异 染 色 质 {hete- 

rochromatin) 两 种 。 常 染 芭 质 是 指 细 胞 分 裂 间 期 染色 质 丝 折 和 到 盘 曲 程度 较 小 ,进行 细胞 染 

色 时 染色 较 淡 , 随 着 细胞 分 裂 的 进行 ,这 些 染色 质 区 自由 于 逐步 的 螺旋 化 ,从 而 染色 逐渐 

加 深 。 这 样 的 染色 质 区 称 为 常 染色 质 。 而 着 丝 粒 .染色体 末端 部 分 及 核 仁 组 织 区 等 部 位 

的 染色 质 丝 ,在 细胞 分 裂 间 期 就 折 有 登 盘 曲 得 非常 紧密 ,因而 案 色 较 深 , 称 作 染 色 中 心 

(chromocenter) , 随 着 细胞 分 裂 的 进行 ,其 折 登 盘 昌 程度 没有 太 大 的 变 作 。 这 部 分 染色 质 
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区 自称 为 异 桨 色 质 。 在 问 期 或 早 前 期 ,由 于 蜡染 色 质 的 高 度 螺 旋 化 ,用 碱 性 染料 妆 色 很 
深 , 这 种 现象 称 为 正 异 固 缩 型 象 (pesitive heteropycnosis), BE E 49038 7) EB ETT LET T 
染色 质 区 段 螺 旋 化 的 发 展 ,使 异 染色 质 区 段 染 色相 对 较 淡 ,从 而 呈现 摧 异 固 缩 更 象 (nega- 
tive heteropycnosis)。 在 网 胞 分 裂 不 同时 期 呈现 不 同 的 染色 反应 , 称 为 异 周 性 (allocycle)。 
利用 这 种 异 固 缩 现象 确定 异 染 色 质 区 所 在 的 位 置 ,为 绘制 某 一 物种 的 染色 体 核 型 图 提供 
了 有 用 的 标记 。 

在 遗传 功能 上 , 常 染色 质 含 有 结构 基因 ,而且 具 有 较 强 的 转录 活性 ,其 结构 基因 按 孟 
德尔 遗传 方式 进行 遗传 。 异 染色 质 则 相反 , 它 通常 不 含有 结构 基因 ,但 具有 某 些 遗 传 效 
应 。 根 据 其 结构 和 行为 上 的 差异 ,可 将 异 染 色 质 分 为 两 类 :中 组 成 型 异 染色 质 (constitu- 
tive heterochromatin) ,其 DNA 序列 从 来 不 转录 ,是 一 种 永久 性 的 异 染色 质 结构 , 它 不 舍 或 
很 少 含有 结构 基因 ,如 卫星 DNA; COSE TE 5$ 3 65 i (facultative heterochromatin, 又 称 功 能 
性 异 染 色 夺 ), 它 在 某 些 情况 下 为 常 染色 质 ,但 在 一 定 的 条 件 下 (不 同性 别 . 不 同 组 织 . 不 同 
的 发 育 阶 段 } 可 以 成 为 异 染色 质 。 兼 性 异 染色 上 质 具有 结构 基因 ,但 在 细胞 学 上 呈 异 固 缩 现 
象 ,遗传 上 是 非 活化 型 , 且 只 出 现在 特定 的 情况 下 ,表明 它 是 由 生理 和 发 育 的 条 件 所 决定 。 
上 典型 的 重子 就 是 是 犀 动物 中 性 个 体 中 的 两 条 X 染色 体 中 有 一 条 随机 失 活 ,形成 巴 氏 小 
体 , 从 而 失去 转录 活性 ,维持 正常 的 基因 剂量 效应 ,这 个 作用 称 为 异 染色 质 化 。 

遗传 物质 的 异 四 缩 现 象 可 能 是 关闭 巷 因 活性 的 一 种 手段 , 常 染色 质 和 蜡染 色 质 的 相 
互 转换 ,可 能 在 结构 基因 的 表达 调控 上 起 一 定 作用 。 


三 、 染 色 体 的 大 小 和 数目 


1 染色体 数目 


在 真 核 生 物 中 ,每 一 物种 都 有 其 特定 的 染色 体 数 。 奶 人 有 46 条 ,黄牛 有 60 条 , 猪 有 
38 条 , 果 晶 有 8 条 ,小 鼠 有 40 条 等 。 虽然 有 时 丙种 动物 会 有 相同 的 染色 体 数 目 , 如 猪 有 
38 条 , 猫 也 有 38 条 , 鸡 有 78 条 ,而 狗 也 有 78 条 。 但 是 从 染色 体 的 形态 .大 小 、 着 丝 粒 的 
位 置 以 及 基因 结构 和 功能 上 却 存 在 着 很 大 差异 。 

对 于 同一 物种 来 说 ,染色 体 的 数目 是 恒定 的 ,这 对 维持 物种 的 遗传 稳定 性 有 重要 的 意 
X. 绝 大 多 数 高 等 动物 都 是 二 倍 体 (2z ), 即 每 一 体 细胞 中 有 两 套 同样 的 染色 体 , 这 阅 套 
多 色 体 分 别 来 自 该 个 体 的 两 个 亲本 ,来 自 亲本 的 每 一 配子 的 一 套 染 色 体 , 称 为 单 倍 体 
(n)s 所 以 ,在 体 细胞 中 染色 体 都 是 成 对 存在 的 ,这 种 一 条 来 自 父 方 ,一 条 来 自 母 方 ,在 大 
小 .形态 .着 丝 粒 的 位 置 . 染 色 粒 的 排列 等 都 相同 的 一 对 染色 体 称 为 同 源 染 色 体 (homolo- 
gous chromosome) 。 在 真 核 生物 的 体 细胞 中 ;都 有 一 对 性 染色 体 (sex chromosome)。 如 果 
H 2n =8, 其 中 6 AK C HORE ME A DICES EE Lo Oi & fk (autosome) ,其 余 两 条 随 性 别 
不 同 而 不 同 , 称 为 性 染色 体 。 在 肉 性 中 ,两 条 性 桨 色 体 的 形态 .大 小 、 着 丝 粒 位 置 均 相间 ， 
Wis X 染色 体 ;而 在 雄性 中 ,两 条 性 染 公 体 只 有 一 条 与 雄性 X Be & DEBT] Lid 0 — 4 X 
染色 体 存 在 着 很 大 差异 , 称 为 Y 染色 体 。 

在 哺乳 动物 中 ,性 染色 体 一 般 属 于 上 述 类 型 ， 但 在 鸟 类 中 ,其 性 染色 体 在 峻 性 中 为 异 
型 ,在 雄性 中 为 同型 。 为 避免 清汤 ,通常 把 鸟 类 的 叭 性 异型 性 染色 体 称 为 ZW 型 ,雄性 为 
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ZZ 型。 在 某 些 昆 虫 中 ,有 的 雄性 只 有 “条 性 染色 体 ,也 有 的 肉 性 内 有 一 条 性 染色 体 。 

在 真 核 生物 的 不 同 物种 之 间 , 染 鱼 体 数目 差 绰 很 大 , 晶 前 已 知 染色 体 数 目 最 少 的 物种 
Té Xll h (Ascaris mmegatocephata), 它 只 有 2 条 染色 体 (n 二 1), 而 有 一 种 蝶 类 (Lysandra 
nivescens HA 380 条 染色 体 (2 =190)。 在 高 等 植物 菊 科 (Hapliopappus graciltis) 的 染色 
ARA 4 Rn — 22, WAR ARDRE Ophioglossum ) E BEE ik 1020 条 {二 
510). 

染色 体 的 数目 多 少 ,并 不 反映 物种 进化 的 程度 。 但 是 染色 体 的 数目 和 形态 特征 对 鉴 
别 物 种 之 癌 的 亲缘 关系 ,特别 对 近 绿 物种 的 分 类 常常 具有 重要 意义 。 


2. & fe A RC UN 


除 染 色 体 数 日 外 ,还 沉 要 注意 染色 体 大小 。 因 为 生物 体 的 基因 组 DNA 包装 在 染色 
体 上 ,染色 体 的 大 小 及 数 日 直接 反映 了 茹 因 组 的 大 小 。 通 常 以 每 单 售 体 染色 体 组 中 的 
DNA 合 量 来 表示 基因 组 的 大 小 , 称 为 牛 物体 的 C 值 (C-value)。C 值 是 单 倍 体 染色 体 的 
DNA 总 量 。 一 个 物种 的 C 值 是 恒定 的 ,不 同 物种 之 间 C 值 差 异 很 大 ,如 人 的 基因 组 大 小 
为 果 蝇 的 20 倍 ,而 有 尾 两 栖 类 的 平均 基因 组 要 比 人 的 大 10 ffo 


四 、 染 色 体 分 带 


染色 体 分 带 {chromosome banding) 技 术 的 开创 , 基 细 胞 遗传 学 .分 子 遗 传 学 .细胞 工程 
学 研究 中 的 一 大 突破 。 1968 年 ,Casopersson 首次 报道 了 用 莞 光 染 料 唑 时 因 技术 处 理 的 染 
色 体 ,在 紫外 光 激 发 下 染色 体 臂 旺 示 出 不 同 的 带 纹 。 同 一 研究 组 继续 用 唑 叫 因 及 其 他 相 
英 的 化 合 物 对 各 种 生物 包括 人 类 的 染色 体 分 带 进行 了 研究 ,进而 推进 了 染色 体 带 型 研究 
技术 的 发 展 。 如 避 带 C 带 \ 民 带 ,T 人 常 等 ,这 些 分 带 的 研究 对 于 核 型 分 析 、 染 色 体 鉴别 以 
AREE DATUR BUE S X. 


i. 荧光 分 带 法 


1969 年 ,Caspersson FHEE UY H ( quinacrine) Xf b FA ££ 4 238 vp Ro D b t Hee (6, dp e 
外 光 汶 发 下 ,在 荧光 显微镜 下 观察 ,发 现 每 对 染色 体 上 出 现 了 各 具 特 色 的 明 瞳 相间 的 带 
型 ,命名 为 获 光 分 带 法 (Q-banding,Q 带 )。 在 对 小 鼠 染 色 体 研究 方面 ,由 于 外 带 技 术 的 发 
展 ,取得 了 显著 的 进展 。 小 鼠 的 染色 体 在 未 采用 旺 带 技术 以 前 是 很 难 识别 的 ,更 在 根据 吕 
带 带 型 ,已 经 建立 起 小 也 染色 体 命名 系统 。 唾 咱 因 易 与 DNA BS AT 部 位 结合 ,Q 带 可 
能 就 是 桨 色 体 富 含 AT 的 部 位 。Q 带 技术 分 类 简便 ,可 显示 独特 带 型 ;但 标本 易 褪色 。 
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1977 年 ,Caspersson 发 现 用 稀释 的 胰 蛋 白 酶 溶液 .尿素 或 蛋白 酶 预先 处 理 有 丝 分 裂 中 
期 染色 体 ,然后 用 Giemsa 染色 ,在 光学 显微镜 下 观察 ,可 看 到 染色 体 上 出 现 染色 深浅 不 同 
的 带 纹 , 称 为 吉姆 萨 分 带 法 (G-banding,G 带 )。G 带 与 Q 带 十 分 相似 ,而 且 方法 简便 , 费 
用 低廉 ,因而 应 用 十 分 广泛 。G 带 技术 在 背 椎 动物 中 所 染 出 的 带 型 ,每 条 染色 体 痢 不 同 ， 
因而 可 以 明确 地 鉴别 每 一 条 染色 体 。 
22. 


G 带 的 性 质 是 一 个 争议 较 多 的 间 题 ,有 人 认为 G 78 SUPR T IE GS ME PO ARIETE BE A 
AGREES X p TF Wee, pe ÉG 28 EUR C (US ES E To Re £e, Dc URB ASR, tE A ATA 3y e 
色 体 的 DNA 和 蛋白 质 都 参与 了 局 带 程序 所 发 生 的 细胞 化 学 反应 过 程 。 


3. 反 带 法 


Fi end Ap E Re (8 Beds , FK pH pH 4.0—4. 5) BERE SE ERE E 88T AR EF Ab 
FE 11 分 钟 ,然后 以 Giemsa 染色 ,或 者 将 染色 体 老化 7~10 X ARRERA, EE IRE 
在 85'C HA 20—25 分 钟 ,以 咱 啶 橙 染 色 ,其 结果 所 显示 的 带 和 G 带 的 明暗 相间 正好 相 
反 ,因而 对 G 带 端 部 不 着 染 部 分 的 可 用 此 种 反 带 (reverse banding, Ribanding) 法 ,又 称 R 
带 法 ,从 而 将 末端 清楚 地 显示 出 来 。 两 种 方法 并 用 可 确定 染色 体 的 丢失 部 位 。 


全 th 
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左 ;G Ph A:T 带 ( 母 )。 


4.C 分 带 法 


这 种 带 型 能 显示 出 染色 体 中 组 成 型 异 染 色 质 的 区 段 , 故 称 C 分 带 (C-banding,C 带 ) 
法 。 组 成 型 蜡染 色 质 区 段 在 染色 体 上 的 售 量 较为 稳定 。 主要 位 于 着 丝 粒 、 端 粒 附 近 和 核 
CERK, AR YERERE. 在 间 期 和 有 丝 分 裂 早 期 , 当 常 染色 质 处 于 伸 长 状态 
时 , 它 处 于 异 团 缩 状态 ,因而 易 被 染料 着 色 , 但 在 中 期 时 ,反而 不 易 着 色 因此 要 使 异 染 色 
质 区 段 成 为 在 显 微 镑 下 可 识别 的 区 段 , 需 采用 特殊 方法 进行 处 理 ， 这 些 方法 包括 用 酸 、 
正 . 盐 或 高 温 处 理 中 期 染色 体 ,使 DNA 发 生变 性 ,然后 在 一 定 条 件 下 缓慢 复 性 。 异 染色 
质 区 段 由 于 存在 高 度 重复 的 DNA 序列 ,因此 可 以 复 性 ,而 常 染色 质 区 段 的 低 重复 序列 和 
单一 序列 DNA 不 复 性 ,从 而 产生 不 同 的 染色 反应 。 

C 带 技术 对 辩 认 哺 乳 动物 的 Y 染色 体 是 非常 有 用 的 。 因 为 Y 染色 体 的 异 染色 质 比 


例 较 大 ,采用 已 分 带 法 ,染色 效果 尤其 明显 。C 带 技术 也 用 于 分 析 植 物 染 色 体 , 南 且 植物 
”的 异 染 色 质 显现 比 动物 的 更 为 突出 。 


”23 ，。 


5.N 分 带 法 


又 称 Ag-NOR 染色 法 ,是 显示 核 仁 组 织 区 (NOR) 的 显 带 技术 ,其 主要 试剂 是 甲酸 - 硝 
酸 银 混合 液 ,所 以 也 统称 为 硝酸 银 染 色 技术 。 该 技术 能 使 有 活性 的 核 仁 组 织 区 特异 染色 ， 
HEt., WEAGE, ,编码 rRNA 的 rDNA 基因 位 于 NORs 上 ,但 只 有 具有 转录 活性 的 rD- 
NA 基因 ,或 者 已 经 转录 过 ,并 在 其 上 仍 有 残余 的 与 rRNA 相 联 系 的 蛋白 质 的 NOR ZEE 
银 染 呈 黑色 , 故 其 着 色 频 率 与 细胞 中 具有 转录 活性 的 rDNA 基因 相 一 致 。 因 此 ,在 不 同 生 
理 .病理 条 件 下 ,计数 细胞 中 银 染 的 NOR 频率 ,以 分 析 有 活性 的 TDNA 基 轩 的 动态 变化 ， 
是 日 前 探讨 基因 功能 的 方法 之 一 。 此 外 ,人 类 近 端 着 丝 粒 染色 体 的 随 体 间 常 发 生 联 合 ,这 
种 联合 可 能 是 造成 近 端 着 丝 粒 不 分 离 和 易 位 的 原因 。 应 用 银 染 技术 ,可 在 发 生 联合 的 染 
色 体 间 看 到 银 染 物 相连 ,因此 用 它 作为 近 端 着 丝 粒 染色 体 联合 的 主观 标准 , 比 客观 判断 要 
准确 可 靠 。 所 以 银 染 技术 已 逐渐 受到 重视 并 开始 应 用 于 细胞 遗传 学 研究 ,在 肿瘤 细胞 路 
传 学 等 方面 应 用 日 趋 广 泛 。 技 术 本 身 也 在 不 断 改 进 和 发 展 。 


6- 高 分 辨 显 带 法 


1979 年 , Yunis 等 应 用 毛 甲 蝶 叭 处 理 培 养 中 的 细胞 ,使 其 同步 化 ,然后 用 秋 术 仙 胺 短 
时 间 处 理 , 使 其 出 现 大 量 晚 前 期 和 早 中 期 的 分 裂 相 。 其 中 早 中 期 染色 体 可 出 现 555 一 
1256 条 带 ,而 过 去 在 中 期 染色 体 上 最 多 只 出 现 320~554 条 。 在 这 样 的 标本 上 ,用 光 镜 
就 可 观察 更 细微 的 染色 体 异 常 和 对 有 结构 重 排 的 染色 体 断 点 作 精确 定位 。 此 检测 法 称 为 
Hr PESE TTE (high-resolution banding) a 目前 , Eg Ar PESE BERE XUG GET, FORCE RED 
TERI T. DNA 合成 后 期 (Gy EL) ERR EL ELR 3e fe ARRERA 53 3G D Hs MA T 
£6 DEEP 9t 4 , AAi 5000— 10 000 条 ,使 分 辩 率 进一步 提高 。 一 般 认 为 ,人 
类 核 基 因 组 大 约 有 65 000—80 000 个 基因 。 上 故 高 分 辨 技术 不 仅 对 染色 体 变 异 进行 精确 
定位 ,而 且 在 基因 定位 和 基因 图 谱 的 详细 绘制 也 有 重要 意义 。 


7.T 分 带 法 


T SEHE (terminal banding) 是 对 染色 和 体 末端 区 的 特殊 显 带 技术 ,其 带 型 在 分 析 染 色 
体 未 端的 缺失 ,添加 未 端 易 位 及 断裂 点 的 定位 上 有 一 定价 值 。 


8.BG 分 带 法 


观察 姐妹 染色 单 体 互 换 (sister chromatid exchange ,SCE), 过 去 用 放射 自 显影 的 方法 。 
后 来 使 用 5 OR R E PE BC (S- bromodeoxyuridine, BUdR ) KH ft 3^H-TdR., 从 而 建立 
了 一 种 简易 的 显示 姐妹 染色 单 体 分 化 染色 的 方法 。 这 种 方法 技术 操作 容易 ,分辩 率 高 ,对 
分 析 染 色 单 体 互 换 和 结构 异常 都 有 价值 。 其 主要 机 制 是 在 DNA 复制 过 程 中 ,BUdR RIS 
替 胸 逐 态 喧 核 背 酸 (T) 的 位 置 , 挫 人 新 合成 的 核 攻 酸 链 中 。 当 细胞 在 含有 BUR 的 培养 
液 中 培养 一 个 分 型 周期 后 ,两 条 姐妹 染色 单 体 的 DNA 双 链 化 学 组 成 就 有 差异 ,其 中 一 条 
DNA 链 的 全 部 被 BUdR 取代 ,而 另 一 条 链 未 发 生变 化 。 当 细胞 再 在 合 BUdR 的 培养 
滚 中 经 历 -个 周期 的 堵 养 时 , 则 一 条 染色 单 体 中 只 有 一 条 DNA 链 含 有 BUAR, iix —5 
染色 单 体 的 两 条 DNA 链 都 含有 BUdR, 由 于 有 BUdR 的 双 链 ,其 螺旋 化 程度 降低 ,使 染色 
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单 栖 与 染料 的 亲和力 下 降 , 因 此 当 用 荧光 染料 染色 时 ,会 出 现 不 同 强度 的 染色 上 反应。 其 
中 ,两 条 DNA 链 艾 含有 BUdR 的 染色 单 体 发 生 的 芝 光 较 弱 ,而 只 有 一 股 DNA 链 含 有 
BUdR 的 染色 单 体 的 荧光 较 强 。 利 用 这 个 特点 可 清楚 地 看 到 姐妹 染色 单 体 的 交换 情况 。 
SCE 检测 方法 即 可 用 于 培养 细胞 ,也 可 用 于 小 动物 {小 鼠 、 鱼 等 ), 来 检测 环境 中 致 痛 、 致 
His. . 致 突变 物质 的 生物 学 效应 ,也 可 用 于 细胞 周期 的 分 析 。 


五 、 核 型 与 核 型 分 析 


1. 核 型 与 核 型 分 析 


核 型 (karyotype) 代 表 了 一 个 个 体 、… 个 种 甚至 一 个 属 或 更 大 类 群生 物 的 特征 ,动物 、 
植物 和 真菌 都 有 自己 特异 的 核 型 。 核 型 分 析 对 于 研究 生物 前 遗传 变异 ,生物 的 系统 演化 、 
物种 之 间 的 亲缘 关系 \. 某 些 物 种 的 起 源 . 远 缘 杂 交 及 染色 体 工 程 .辐射 遗传 效应 .人 类 遗传 
性 疾病 等 都 有 重要 意义 ,而 且 也 推动 了 生物 工程 研究 的 发 展 。 

核 型 (或 染色 体 组 型 ) ,是 指 -- 个 物种 所 特有 的 染色 体 数 目 和 每 一 条 染色 体 所 特有 的 
形态 特征 (染色 体 的 长 度 、 着 丝 粒 的 位 置 . 臂 比值 . 随 体 的 有 无 .次 继 痕 的 数目 及 位 置 . 异 染 
色 质 的 分 布 等 )。 核 型 是 物种 最 稳定 的 性 状 和 标志 ,通常 在 体 细胞 有 丝 分 独 中 期 时 进行 核 
型 的 分 析 鉴 定 。 核 型 分 析 《 或 染色 体 组 型 分 析 ) 是 指 利用 显 微 摄影 的 方法 ,把 生物 体 细胞 
内 整套 染色 体 拍摄 下 来 ;按照 它们 相对 恒定 的 特征 排列 起 来 ,并 进行 分 析 的 过 程 。 

一 般 , 染 色 体 组 型 分 析 有 以 下 4 种 方法 ， 

(1) 带 规 的 形态 分 析 为 辨别 各 对 染 色 体 , 需 用 其 特有 的 形态 特征 来 作为 形态 分 析 
TER. TG EG A DIC RE ,确定 着 丝 粒 位 置 ;次 继 痕 及 随 体 的 有 无 等 ,也 可 以 用 辟 比 值 .着 
丝 粕 指数 (centromere index) ,相对 长 度 (relative length) 来 作为 指标 。 

臂 比值 :染色体 的 长 辟 长 除 以 短 辟 长 ,其 数据 总 大 于 1,A=p/ge 

着 丝 粒 指数 :每 条 染色 体 的 短 臂 长 乘 以 100 , 除 以 该 条 染色 体 的 全 长 。 

相对 长 度 :-- 条 巢 色 体 的 全 长 乘 以 100, 再 除 以 单 倍 体 组 全 部 染色 体 的 全 长 ,包括 被 
测量 的 一 条 ,以 百分比 表示 。 

{2) 带 型 分 析 在 染色 体 组 型 分 析 中 越 来 越 多 地 应 用 分 带 技术 ，。 根据 染色 体 带 型 
的 差异 ,可 以 更 细微 更 可 靠 地 识别 梁 包 体 的 个 体 性 (图 1-14), 

(3) 着 多 区 段 分 析 染色 体 经 低温 、KC| 和 酶 解 .HCL 或 HCl 与 醋酸 混合 液 等 处 理 
后 制作 能 使 染色 体 出 现 异 固 缩 反 应 ,从 而 产生 不 则 的 着 色 区 段 ,这 种 着 色 区 具有 特殊 性 ， 
且 较 为 稳定 。 在 同 源 染 色 体 之 间 着 色 区 基本 相同 ,而 在 非 同 源 染 色 体 之 间 则 有 差别 ,从 而 
作为 染色 体 组 型 分 析 的 一 种 方法 。 

(4) € X £a ACE e 即 根据 细胞 核 、 染 色 体 组 或 每 一 条 染色 体 的 DNA EXE 
其 他 化 学 特性 去 鉴定 染色 体 。 由 于 染色 体 大 小 不 同 ,因而 DNA 含量 也 不 同 。 将 染色 体 
进行 细胞 化 学 处 理 和 定 最 染色 后 ' 经 光度 扫描 ,把 染色 结果 转化 为 光 密 度 铺 果 ,从 而 综合 
成 不 同 的 参数 关系 ,来 描述 染色 体 的 和 伍 细 结构 .大 小 的 差异 ,进而 区 分 染色 体 ， 

在 所 测量 的 细胞 中 , 选 政 一 个 最 清晰 的 标准 分 裂 中 期 细胞 ,将 其 染色 体 放大 ERU 
FU , 按 上 述 各 种 分 析 指标 ,把 成 对 的 同 源 染 色 体 辫 贴 在 白 纸板 上 ,并 附 上 分 要 中 期 相片 
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再 进行 翻拍 而 形成 的 图 型 称 为 染色 体 组 
型 疾 { 核 型 图 , karyogram)。 将 核 型 图 给 
制 成 为 模式 图 ,就 得 到 染色 体 组 型 模式 图 
(idiogram) e 


2, 带 型 与 染色 体 结构 及 基因 密度 的 关系 


l 浓淡 相间 的 带 型 可 能 反映 了 基因 组 
”划分 成 异 位 带 (isochores) 的 情况 ,这 些 异 
位 带 的 形成 是 由 于 DNA 片段 (> 300kb) 
的 碱 基 移 成 或 支架 附着 区 的 空间 排 布 差 
LIE 

一 般 认 为 G 带 是 复制 较 晚 的 高 度 浓 
缩 的 巢 色 质 ,R 带 为 S 期 较 早 复制 的 浓缩 
程度 较 优 的 染色 质 结构 。 复 制 较 晚 高 度 
浓缩 的 G 带 区 段 转录 活性 相对 不 活 荆 ， 
而 活性 基因 主要 集中 在 R Ë, ZTN 
差异 的 结构 基础 ,G 带 和 RESIA 
AT 和 GC: 产生 G "ise ur gp e tE 
合 在 富 含 AT 的 DNA 3I, mE SER; Ri 
专 一 结合 GC 区 段 的 色 霉 素 可 以 清晰 地 
分 辨 出 R 带 。 但 最 近 的 研究 表明 ,G/Q 


图 1-14 以 分 带 技 术 显 示 的 人 类 义 妇 色 体 分 带 模式 图 


带 DNA 的 AT 含量 仅 略 高 于 及 带 。 

说 明 支 架 环 模型 的 新 染色 技术 表明 , 宣 舍 AT 的 SAR 沿 染 色 单 体 的 纵向 差异 分 布 ， 
高 度 包装 的 SAR RRS GQ 带 相 联系 ,而 未 折 肥 的 SAR 与 R 带 相 联系 。 在 这 个 模型 
中 ,吉姆 萨 可 以 选择 性 地 对 环 染色 ,而 根据 环 体 的 选择 性 染色 建立 了 R 带 模型 ， 

染色 体 区 段 间 及 整 条 染色 体 问 基因 密度 差异 很 大 。 蜡染 色 质 区 域 -- 般 认为 大 部 分 由 
非 编码 的 重复 DNA. 序列 构成 ,着 丝 粒 及 YY 染色 体 的 大 部 分 区 段 也 无 基因 存在 。 通过 利 
用 CpG i (55 5696 MEH ERARE ) PESE. ADS AED SH A 3E Ej p HR fs D dem ,获得 
了 沿 不 同 染色 体 维 长 的 基因 分 布 , 即 在 其 近 端 区 域 基因 密度 较 高 ,在 革 些 染色 体 (如 19 号 
fü 22 号) 基因 含量 丰富 而 其 他 染色 体 { 如 4 号 和 18 HERRE, 


第 四 节 细胞 h gT] 


在 所 有 生物 全 部 的 生命 活动 中 ,繁殖 后 代 并 且 保 证 该 物种 的 遗传 稳定 性 ,是 生命 得 以 
延续 的 一 个 重要 特征 。 亲 代 将 遗传 物质 传 给 后 代 ,后 代 通 过 自身 的 生长 发 育 ,使 其 性 状 得 
以 表达 ,从 而 产生 与 亲本 相似 的 复制 品 。 在 这 一 系列 过 程 中 ,细胞 的 分 弄 和 繁殖 是 一 切 生 
命 活 动 的 前 提 条 件 。 

就 站 细 胞 原核 生物 来 赔 ,细胞 分 腹 就 意味 着 无 性 繁殖 ,从 而 使 原来 的 个 体形 成 个 新 
DE. 在 真 核 生 物 中 ,无 论 是 单 细胞 的 生物 个 体 ,还 是 多 细胞 的 生物 个 体 ,细胞 繁殖 的 基 
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本 形式 是 有 丝 分 裂 , 通 过 有 经 分 裂 ,实现 细胞 的 分 化 和 组 织 的 发 生 , 从 而 完成 个 体 发 育 的 
整个 过 程 。 因 此 ,有 丝 分 裂 是 真 核 生物 繁 将 的 基础 。 


一 .无 丝 分 裂 


无 丝 分 裂 ,是 原核 生物 细胞 分 裂 方式 , 真 核 生物 的 某 些 组 织 和 细胞 也 采用 这 种 分 裂 方 
式 , 如 肿瘤 细 胞 和 伤 愈 组织。 其 分 裂 方 式 较 简单 ,在 分 执 过 程 中 ,不 出 现 纺锤 体 ,所 以 又 称 
直接 分 裂 。 无 丝 分 裂 的 分 裂 过 程 仅 包括 染色 体 (DNA 分 子 ) 的 复制 和 细胞 直接 分 裂 两 个 
过 程 。 例 如 在 细菌 幼 胞 分 裂 时 ,其 环 状 DNA. 附着 在 细胞 膜 特定 的 财 状 突起 上 , 当 DNA 
复制 完成 后 ,两 个 DNA 分 子 随 着 细胞 膜 赚 状 突起 的 延伸 而 分 开 ,在 两 个 DNA 分 子 完全 
分 开 后 ,细胞 中 间 逐 渐 止 陷 ,最 终 分 发 为 两 个 子 细胞 。 


二 ,细胞 周期 


细胞 周期 (cell cycle) 是 指 一 次 细胞 分 裂 结 束 到 下 一 次 细胞 分 裂 结 束 所 经 廊 的 整个 过 
程 。 在 这 一 过 程 中 ,细胞 内 的 遗传 物质 经 过 复制 ,各 种 组 分 加 税 , 然 后 平均 分 配 到 两 个 子 
细胞 中 。 
RE RR] E C RT UL Ar 5 IIS Cinterphase) HUS 2£ 2-889 (M phase), M — WCG 2641 2S 
东 到 下 一 次 有 给 分 列 开 始 的 时 期 称 为 则 期 。 在 这 个 时 期 , 光 镜 下 看 不 到 细胞 明显 的 变化 ， 
但 是 在 细胞 中 , 却 进行 着 -~ 系列 的 生化 反应 ,包括 DNA 复制 .RNA 转录 和 大 量 蛋 白质 的 
合成 。 间 期 以 DNA 合成 为 标志 ,可 以 分 为 G1 期 \S 期 和 Gs 期 。 与 光 镜 下 可 见 的 有 丝 分 列 
相对 应 真正 分 裂 的 时 期 称 为 分 改期 。 经 过 分 裂 期 ,加 售 的 染色 体 平均 分 配 到 两 个 子 细胞 
中 ,其 他 细胞 组 分 也 随 细 胞 质 分配 到 子 细胞 中 ,而 最 终 完成 整个 细胞 分 裂 过 程 。 在 该 期 ， 
几乎 所 有 的 细胞 内 合成 活动 都 处 于 停止 状态 。 细胞 在 细胞 周期 中 按 GL-S-Gs-M 顺序 而 
完 咸 其 增殖 过 程 。 在 这 个 循环 过 程 中 ,不 同 生物 细胞 的 细胞 周期 持续 时 间 差 异 很 大 , 同 种 
生物 不 同 组 织 之 间 也 不 相同 。 对 大 部 分 动物 体 绚 胞 来 说 ,细胞 周期 持续 时 间 为 18 —24 小 
时 。 具 体 各 期 竺 续 时 间 如 图 1 - 15 所 示 。 


三 有丝分裂 
(一 ) 间 期 


在 细胞 周期 中 , 间 期 (interphase) 的 时 间 间 隔 较 长 ,其 原因 是 ,在 细胞 周期 的 间 期 ,在 进 人 
下 次 分 裂 过 程 之 前 ,必须 进行 一 系列 的 准备 。 染色 质 的 复制 是 间 期 的 重要 准备 工作 ,因为 内 
有 染色 质 进行 了 复制 ,有 丝 分 裂 时 子 细胞 才能 得 到 整套 的 染色 体 。 而 染色 质 的 复制 包括 
DNA 复制 ,染色 质 蛋 白 的 合成 及 核 小 体 的 自 装配 等 过 程 :所 以 间 期 又 称 为 合成 阶段 。 


1.G, 88 


G1 期 ,又 称 DNA 合成 前 期 (pre-synthetic gap phase), E 期, 染色体 并 未 复制 , 因 
" 27 时 


此 ,可 认为 它 是 DNA 合成 的 一 个 准备 阶段 。 在 这 时 期 物质 代谢 活路 ,细胞 体积 增 大 ， 


进行 着 RNA 和 一 白 质 的 合成 。 在 调节 
ZR B AE rh, GHS DNA 合成 启动 和 
细胞 增 欧 调控 有 闫 ， 这 是 因为 在 新 生 
组 织 中 ,连续 增殖 的 的 细胞 其 增殖 率 受 
G1 期 细胞 的 平均 时 间 长 短 所 控制 ,细胞 
周期 持续 时 间 , 也 取决 于 G1 期 的 持续 时 
[8] ,而 S 期 (S phase) 和 (期 的 时 间 则 相 
对 稳定 。 有 些 细胞 经 常 从 细胞 周期 中 
退出 而 进入 一 种 与 GU, TR LER AA 
ARH Ge 期。 这 些 细胞 可 通过 刺激 离 
F Go 并 重新 进入 细胞 周期 ， 故 号 期 可 
能 存在 善 - -个 限制 点 (restriction point) 
《在 酵母 中 称 为 Start) ,来 接受 一 系列 特 
异 或 非特 异 的 环境 信号 ,使 处 于 不 利 条 
件 下 的 组 胞 停止 在 G1 期 {图 1 - 16), 或 
BA Go 期 (图 1 7 15). 

在 性 期 ,最 主要 的 生化 反应 是 蛋白 
质 和 RNA 的 合成 ,从 而 为 进入 DNA 合 


DNA 完整 性 
检查 点 


EJ 

H : 

DNA REER > 
检查 点 | 


图 1-16 EAR ERES 


成 期 准备 必要 的 条 件 (如 酶 等 ;»。 如 果 主 要 的 蛋白 质 和 DNA 合成 被 抑制 , 则 组 胞 不 能 进 
人 增殖 周期 ,也 不 能 从 GAREA S 期 。 另 外 在 G 期 ,还 存在 染色 体格 型 的 变化 , 即 染 色 
TER EERE A EE REER ,该 过 程 也 是 G1 期 的 主要 反应 ,已 知 M 期 染色 质 经 螺旋 化 而 凝集 
为 染色 体 ,因此 染色 体 解 凝集 是 进入 S 期 进行 DNA 合成 的 先决 条 件 。 
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2.S N8 


S S (G; phase) ,又 称 DNA 合成 期 。 在 该 期 ,主要 完成 DNA 的 合成 和 组 蛋白 、 非 组 蛋 
白 等 染色 体 和 蛋白 质 的 合成 ,并 装配 成 具有 一 定 结构 的 染色 质 。 

ASAP BETE 3€ BUE DR 8o 4E f BOXE SEDE DNA 合成 的 起 因 。Rao 和 Johnson 等 用 细胞 
融合 方法 研究 DNA 合成 中 核 质问 的 相互 关系 ,他们 用 GH HeLa 细胞 与 S 期 HeLa 细胞 
融合 , 明 蔓 观察 到 G/S 期 融合 细胞 中 ,Gl 期 细胞 核 中 DNA 合成 比率 增加 ,说 明 在 S 期 细 
胞 质 中 存在 某 种 因素 负责 DNA. 合成 启动 ,并 可 以 作用 于 G1 期 细胞 核 中 诱导 DNA 复制 过 
程 。 但 在 所 建立 的 SG 期 融合 细胞 中 ,并 不 能 诱导 Gs 期 细胞 核 中 的 DNA 合成 。 通 过 进 
一 步 实验 表明 ,这 种 存在 于 S 期 细胞 质 中 的 DNA 合成 诱导 因 束 是 在 GG 期 逐渐 积累 起 来 
的 。 在 此 基础 上 ,Rao 等 提出 了 解释 模型 ; 当 GG 期 向 S$ 期 过 渡 时 ,DNA 合成 诱导 因素 逐渐 
累积 , 当 达 到 临界 水 平时 ,DNA 复制 被 启动 ,至 早 S 期 或 中 S 期 达到 峰值 ,然后 逐渐 茂 少 ， 
在 SG 期 边界 处 诱导 因素 量 降 到 临 愉 水平 以 下 ,DNA 合成 停止 。 

在 真 核 生物 中 ,DINA 的 复制 和 蛋白质 的 合成 是 相对 应 的 。 随 着 S 期 DNA 在 核 内 的 
合成 ,也 进行 着 组 蛋白 和 非 组 和 蛋白 等 染色 体 看 白 的 合成 ,并 迅速 地 运输 到 核 内 ,参与 新 生 
姐妹 染色 单 体 的 组 装 。 因 此 ,DNA 复制 和 组 蛋白 的 合成 有 着 密切 的 关系 。 当 S 期 细胞 被 
DNA 合成 抑制 剂 如 既 基 肪 (hydroxyurea) 作 用 时 ,组 蛋白 合成 很 决 停止 ,其 mRNA 水平 也 
迅速 降低 。DINA 合成 与 组 蛋白 合成 之 间 关系 反映 了 一 种 反馈 机 制 , 来 调节 游离 组 蛋白 水 
平 ,保证 新 合成 的 组 蛋白 数量 与 新 合成 的 DNA 数量 相对 应 。 | 

S JI DNA 的 复制 有 一 定 的 顺序 。 在 S 期 早 复制 的 部 位 ,在 下 一 次 细胞 周期 中 也 早 复 
制 。 一 般 来 涪 常 染色 质 早 复制 , 异 染色 质 后 复制 ,GC 含量 高 的 部 位 先 复制 ,AT 含量 高 的 
后 复制 。 


3.G: 其 


GG 期 (G, phase) ,又 称 DNA 合成 后 期 。 通 过 辐射 实验 证 实 , 若 在 G1 期 辐射 ,染色 体 发 
ERE AE Gs 期 辐射 , 则 染色 单 体 发 生 哺 变 ,说 明 DNA 复制 在 S 期 完成 后 ,细胞 才 进 人 
G2 期 。G, 期 细胞 合成 一 定 的 蛋白 质 和 RNA 分 子 ,这 是 细胞 进 和 有丝分裂 所 必需 的 ,如 微 
管 重 白 等 。 如 果 用 嘎 叭 需 素 、 环 已 亚 牙 等 蛋白 质 合成 抑制 剂 作用 于 Ga RESH M , , 则 这 些 细 
胞 不 能 进入 M 期 。 另 外 还 有 一 些 基因 其 产物 也 是 细胞 通过 Gt A. M 期 所 必需 的 。 如 
f xs85U/ ÉL FM3A) Hb , ri P HI SEU CLERI LE NS LATER E 了 染色 体 的 凝集 ,导致 
细胞 周期 停止 在 Gs 期 。 


4. 有 丝 分 用 的 其 他 准备 


除 染色 质 复制 外 ,细胞 准备 有 丝 分 裂 的 现象 是 细胞 生长 ， 其 表现 是 , 间 期 结束 后 分 裂 
期 之 前 , 细胞 的 体积 几乎 增 大 一 倍 。 说 明 进 行 有 丝 分 裂 的 细胞 不 但 灾 淮 备 核 分 列 
(karyokinesis) ,还 要 为 细胞 质 分 裂 (cytokinesis) 作 准备 。 有 丝 分 裂 的 另 一 项 准备 工作 是 中 
心 粒 的 复制 各 向 两 极 移动 。 
在 间 期 的 G1 期 ,通常 可 观察 到 两 个 中 心 粒 ,它们 一 般 在 S 期 复制 。 复 制 的 新 中 心 粒 
称 前 中 心 粒 , 它 比 母 中 心 粒 小 并 与 母 中 心 粒 呈 大 于 和 9 的 工 形状 。 前 中 心 粒 的 大 小 逐渐 
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增加 , 直 金 与 母 中 心 粒 大 小 相同 。G- 期 结束 时 完成 中 心 粒 的 复制 。 在 这 时 ,两 对 中 心 粒 
仍 处 于 核 膜 一 边 。 前 期 开始 ,一 对 中 心 粒 与 另 -对 分 升 并 沿 核 外 缘 向 对 侧 移动 ,而 另 一 对 
中 心 粒 位 置 不 动 。 同 时 在 两 对 分 开 的 中 心 粒 之 间 出 现 小 的 纺锤 经 片段 。 在 中 期 两 对 中 心 
粒 分 别 定 位 于 细 驳 的 两 级 ,并 在 两 者 之 间 形 成 完整 的 纺锤 冀 体 系 。 


《二 ) 有 丝 分 裂 期 


有 丝 分 裂 期 是 一 个 连续 过 程 ,根据 形态 人 为 地 划分 为 前 期 . 早 中 期 .中 期 .后 期 和 末期 
《图 1- 172, 


1. 前 期 


前 期 (prophase) 发 生 的 主要 变化 是 染色 质 丝 不 断 螺 旋 化 而 逐渐 凝集 成 染色 体 , 核 腊 
核 仁 消失 和 形成 纺锤 体 等 。 

标志 前 期 开始 的 第 一 个 特征 是 染色 质 不 断 凝 集 ,实质 是 染色 质 的 螺旋 化 、 折 委 和 盘 曲 
的 包装 过 程 。 每 一 早 前 期 染色 体 都 是 由 两 条 相互 缠绕 的 两 条 染色 单 体 的 染色 质 丝 组 成 。 
它 基 间 期 的 S 期 染色 体 复制 的 结果 。 随 着 螺旋 化 和 折 登 盘 曲 的 不 断 进 行 ,相互 缠绕 的 两 
条 染色 单 体 隶 渐 分 开 并 处 于 平行 状态 。 在 前 期 中 ,染色 体 纤维 进一步 缩短 、 变 粗 ,可 以 看 
到 两 条 染色 单 体 在 主 缮 痕 处 连接 。 两 对 中 心 体 和 主 缮 痕 处 的 着 丝 粒 各 作为 微 管 组 织 中 
心 ,分 别 伸 出 纺锤 丝 并 逐渐 形成 纺锤 体 。 在 前 期 末 , 核 仁 消失 , 核 膜 月 解 。 w fo Ho o de 
个 细胞 ,成 为 它们 向 两 极 移动 分 离 成 染色 单 体 的 最 好 时 机 。 


2. 早 中 期 


核 膜 破 末 , 则 细胞 进 人 早 中 期 (prometaphase) ,该 期 的 特征 是 染色 体 剧 裂 活 动 。 两 极 
rh a ft H 的 纺锤 丝 分 别 与 业 色 体 两 侧 的 着 丝 粒 结合 形成 染色 体 牵 丝 , 丙 侧 相 反方 向 的 
牵引 力量 达到 平衡 ,使 染色 体 排列 在 中 期 的 赤道 板 (equatorial plane) 上 ,从 而 完成 染色 体 
在 赤道 板 的 和 集合 {chromosome congression1 和 着 丝 粒 的 定向 (centromere orientation)。 里 
中 期 在 哺乳 类 细胞 中 持续 10— 20 分 钟 。 

着 经 粒 完成 定向 后 ,其 相应 的 染色 体 大 致 均匀 地 分 布 在 赤道 板 上 。 然而 ,染色 体 在 赤 
道 板 上 的 分 布 并 不 是 完全 随机 的 ,可 能 具有 某 种 程度 的 特定 排列 如 许多 昆虫 的 中 期 染 
色 体 , 较 大 的 染色 体位 于 赤道 板 的 两 端 ,而 较 小 的 染色 休 位 于 中 则 。 与 其 相反 ,大 类 细胞 
中 最 大 的 1 号 .2 号 染色 体 靠近 中 间 ,而 较 小 的 Y 131718 和 21 号 染色 体位 于 外 绿 。 因 
此 ,有 关 染 色 体 在 赤道 板 上 的 排列 机 制 中 ,可 能 还 包括 其 他 作用 因素 。 


3. 中 期 


中 期 (metaphase) 染 色 体高 志 螺 旋 化 ,因而 比 其 他 任何 时 期 都 要 短 而 粗 ,所 以 适 于 细 
胸 学 研究 ,是 核 型 分 析 的 最 佳 时 期 。 此 时 , 焉 条 染色 体 不 再 相互 纺 绕 ,而 处 于 平行 排列 状 
态 。 染 色 体 的 两 条 染色 单 体 只 在 未 分 裂 的 卷 丝 粒 处 相互 连接 。 中 期 的 结束 是 以 着 丝 粒 的 
断裂 和 所 有 组 妹 染 色 单 体 在 着 丝 粒 处 分 开 为 标志 。 
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4. 后 期 


后 期 (anaphase) 是 活跃 和 巨 速 运动 的 时 期 ,在 这 一 时 期 中 ,组 妹 染 色 单 体 分 开 并 向 两 
极 移动 。 当 子 染 色 体 到 达 两 极 时 ,此 期 结束 。 

染色 单 体 的 分 开 从 着 毕 粒 处 开始 。 着 丝 粒 部 位 的 分 高 ,打破 了 力 的 平 竹 , 在 染色 体 牵 
丝 的 祈 引 下 产生 染色 体 的 移动 。 称 动 时 着 经 粒 部 位 在 前 ,两 蔷 拖 后 , 视 着 缘 粒 在 染色 体 上 
的 位 置 不 同 ,而 呈 V.L BT 型。 在 同一 细胞 内 泡 论 染色 体 大 小 ,它们 都 以 相同 的 速度 移 
向 两 极 ,其 移动 是 同步 的 。 

在 纺锤 体 中 有 两 种 类 型 的 纺锤 缘 ,一 种 是 连续 性 纺锤 丝 , 它 从 纺锤 体 的 一 极 延 伸 到 另 
一 极 ; 男 一 种 是 染色 体 牵 经 , 它 与 染 鱼 单 体 的 着 经 粒 相连 接 。 有 关 染 色 休 移动 的 机 制 有 多 
种 ,有 的 认为 是 牵 丝 的 收 弗 , 有 的 认为 是 牵 丝 的 收缩 和 连续 性 纺锤 丝 坤 长 的 共同 结果 ,但 
都 缺乏 足够 的 证 据 。 


5. 末 期 


末期 (telophase) 是 子 染色 体 到 达 两 极 后 至 形成 两 个 新 细胞 为 止 ,主要 过 程 是 子 核 形 
成 和 胞 质 分 裂 。 

未 期 时 ,到 达 两 极 的 两 组 染色 体重 新 由 核 膜 包围 ,并 形成 两 个 子 核 , 同 时 染色 休 开 始 
解 螺旋 ,而 丧失 数 密 度 和 着 色 能 力 ,染色 质 分 散在 核 中 。 在 特定 的 染色 体 上 的 核 仁 组 织 区 
部 位 出 现 新 的 核 仁 。 然而 在 有 些 生物 细胞 中 ,有 的 核 仁 组 织 区 没有 活性 ,因此 往往 核 仁 数 
比 核 仁 组 织 区 少 。 

虽然 核 分 裂 和 胞 质 分 裂 是 相继 发 生 的 ,但 是 属于 两 个 分 裂 过 程 。 动物 细胞 的 胞 质 分 
裂 是 在 细胞 质 的 周围 边缘 有 一 个 由 微 丝 组 成 的 收缩 环 (contraetile ring) , 它 的 紧缩 使 细胞 
产生 继 缩 ,最 后 在 继 宿 处 由 陷 使 细胞 一 分 为 二 。 末期 结束 了 有 缘分 裂 周期 ,然后 进入 了 新 
细胞 周期 的 间 期 阶段 。 


FU. EE m 


有 丝 分 裂 是 体 纳 胞 的 分 裂 方式 ,其 特点 是 分 询 后 的 两 个 子 细胞 染色 体 数目 相等 , 且 与 
其 母 细胞 的 染色 体 数目 相同 。 但 是 ,如 图 1 -17 所 示 在 配子 (精子 、 骨 子 ) 形 成 过 程 中 ,还 
有 男 一 种 细胞 分 袭 方式 一 一 减 数 分 列 (meiosis)。 


(一 ) 减 数 分 裂 的 概念 


有 性 生殖 是 生物 长 期 进化 过 程 中 所 形成 的 更 为 进步 的 一 种 系 殖 方式 。 通过 受精 作 
用 , 峻 雁 配子 融合 形成 台子 ,其 结果 既 保证 了 遗传 的 稳定 性 ,又 增加 了 许多 新 的 变异 .增强 
了 生物 对 环境 的 适应 能 力 。 显然 , 峻 雁 配 子 在 互相 融合 形成 合子 时 ,其 染色 体 数 目 要 增加 
一 们 ,因此 ,需要 有 一 种 机 制 来 使 配子 形成 过 程 中 ,染色 体 数 朋 减 半 ,从 而 保证 合子 的 染色 
体 数目 和 亲 代 相同 。 碱 数 分 裂 是 有 性 生殖 个 体 性 母 细胞 ( 精 母 细胞 、 卵 母 细胞 ) 成 熟 后 ,本 
子 形成 过 程 中 所 发 生 的 特殊 方式 的 有 丝 分 要, 它 只 经 过 一 次 染色 体 复制 , 却 经 过 两 次 连续 
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图 1- 17 有 丝 分 烈 与 减 数 分 型 示意 图 


的 核 分 裂 ,从 而 使 子 细胞 的 染色 体 数目 ,只 有 原来 母 细胞 的 _ 半 。 减 数 分 裂 形 成 的 子 细 
胞 ,经 过 配子 发 生 过 程 发 育成 配子 。 在 染色 体 行为 方面 ,可 以 发 生 联 会 (synapsis)j 和 交换 
(crossing over) ,并 导致 重组 的 发 生 。 减 数 分 裂 过 程 中 的 重组 有 两 种 类 型 ;一 种 是 由 核 内 
各 对 同 源 染 色 体 的 独立 分 配 和 非 同 源 染 色 体 之 间 的 自由 组 合 而 产生 的 染色 体 之 间 的 重 
组 , 男 一 种 是 由 于 交换 面 产生 的 染色 体内 基因 重组 。 重组 的 发 生 对 于 生物 进化 和 动物 育 
种 有 重大 意义 。 


(二 ) 减 数 分 裂 前 的 间 期 


减 数 分 裂 前 的 间 期 与 有 丝 分 裂 的 间 期 很 相似 ,也 分 为 GUB.S TI GHM. FAKER 
数 分 裂 前 的 S 期 比 有 丝 分 烈 的 S 期 要 长 。 此 种 延长 并 非 由 于 复制 活动 减 慢 ,而 是 由 于 每 
单位 长 度 DNA 复制 单元 的 启动 减少 所 致 。 中 一 令 人 骗 目 的 现象 是 在 有 些 生 物 中 , 减 数 
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分 裂 5 期 合成 全 部 染色 体 DNA 的 99.7% ,其 余 的 0.3% 在 侦 线 期 合成 。 

由 减 数 分 裂 的 G 期 细胞 进入 两 次 有 序 的 姜 数 分 裂 。 第 一 次 三 数 分 裂 可 分 为 前 期 [、 
中 期 [后 期 1, 未 期 I。 第 二 次 减 数 分 裂 可 分 为 前 期 IT. P] 并 后 期 了 末期 II。 两 次 分 
裂 之 间 的 分 裂 间 期 或 长 或 得, 但 无 DNA 合成 。 两 次 分 裂 中 以 前 期 1 最 为 复杂 ,经 历时 间 
最 长 ,在 遗传 上 意义 也 最 大 ,可 细 分 为 细 线 期 , 偶 线 期 \ 粗 线 期 、 双 线 期 和 终 变 期 。 这 些 时 
期 的 划分 基 对 -- 个 连续 过 程 进行 的 人 为 划分 。 整 个 过 程 如 图 1 - 17 所 示 。 


(=) 减 数 分 裂 ! 


1. 前 期 I 


前 期 1 的 一 个 重要 特征 是 细胞 核 明 显 增 大 , 动 植物 减 数 分 列 的 前 期 核 体积 要 比 有 丝 
分 型 前 期 核 大 3—4 fis. 在 这 一 时 期 ,染色 体 还 表现 出 一 些 特殊 行为 :染色 体 配 对 . 单 体 交 
换 ., 相 斥 和 端 化 作用 。 

(1)22 £& Ji (leptonema) 这 是 减 数 分 裂 过 程 开始 的 时 期 。 在 这 一 时 期 中 ,细胞 核 
的 体积 增 大 , 核 仁 也 较 大 ,染色 体 开 始 凝 缩 与 螺旋 化 ,呈现 出 类 似 于 有 丝 分 列 早 前 期 的 线 
性 结构 。 此 期 线 状 染色 体 往 往 综 在 一 起 ,并 偏 于 核 的 一 侧 , 因 此 又 称 凝 线 期 (synizesis)。 
在 动物 减 数 分 裂 中 ,虽然 此 期 同 源 染 色 体 尚 未 配对 ,但 同济 染色 体 的 一 端 或 两 端 附 于 核 膜 
七 ,而 且 彼此 靠近 。 因 而 入 们 推测 ,染色体 配对 可 能 从 这 里 开始 。 有 的 生物 在 细 线 期 细胞 
中 ,所 有 染色 体 的 一 问 都 集中 在 中 心 体 所 在 位 置 的 核 膜 上 ,形成 花束 状 ,所 以 这 一 时 期 又 
PRIER HH (bouquet stage}, 花束 的 形 或 可 能 有 助 于 偶 线 期 同 源 染 色 体 的 联 会 。 

(2) 偶 线 期 (zygonema) 偶 线 期 主要 是 同 源 i 
染色 体 的 配对 时 期 ,各 同 源 染色 体 两 两 配对 ,这 一 
现象 称 为 联 会 (synapsis)。 这 种 配对 可 以 想象 为 沿 
着 染色 体 的 任 一 点 甚至 若干 接触 点 上 开始 ,并 扩展 
到 所 有 的 同 源 区 段 , 使 同 源 染 色 体 像 拉链 一 样 并 排 
排列 处 于 配对 的 平衡 状态 。 然而 ,有 的 同 源 染 色 体 
的 配对 往往 是 不 完全 的 ,如 XY e 6 DECRE [S] RC 
段 也 有 非 同 源 区 段 。 但 在 通常 情况 下 , 同 源 染色 体 
之 问 的 配对 是 精确 而 专 一 的 。 在 该 期 有 0.3% 的 
DNA 合成 ,从 构 型 看 为 ZDNA。 有 人 认为 ZDNA HOUR A REA 
的 合成 可 能 和 配对 机 制 有 关 。 联 会 所 形成 的 特殊 
结构 沿 同 源 染 色 体 纵 轴 分 布 , 称 为 联 会 复合 体 
(synaptonernal complex,SC)( 图 1 - 18)。 

联 会 复合 体 已 在 各 种 动 植物 减 数 分 裂 前 期 观察 到 , 它 可 能 是 真 核 生物 减 数 分 烈 的 共 
同 特征 。 它 起 始 于 细 线 期 ,到 双 线 期 消失 ,在 偶 线 期 和 粗 线 期 最 为 清晰 。 电镜 下 它 由 三 个 
平行 的 部 分 组 成 :两 个 平行 的 梯子 样 侧 成 分 (lateral element}, Æ 20nm — 40nm, Fi 93 Br 
高 。 两 侧 成 分 间 为 一 个 含有 中 央 成 分 (central element) 的 中 央 [X (central space), $ 
100nm 比较 明亮 。 中 央 成 分 宽 300 À ,比较 暗 。 俩 成 分 和 中 央 成 分 之 间 有 横向 排列 的 是 
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图 1-18 联 会 复合 体 结构 示 塌 图 


维 相连 称 LC 纤维 (如 图 1- 19)。 细 胞 化 学 分 析 表 明 , 侧 成 分 宣 含 DNA, RNA 和 蛋白质 
(包括 组 蛋白 ), 而 中 央 成 分 主要 含有 RNA 和 蛋白质 ,没有 或 很 少 DNA。 虽 然 目 前 还 没有 
直接 证 据 证 明 SC 的 两 条 侧 生 成 分 是 否 参 与 交换 的 发 生 , 但 在 SC 的 某 些 区 县 有 时 可 观察 
到 两 条 侧 生 组 分 之 间 有 电子 密度 较 高 的 结构 , 称 为 重组 节 (recombination nodule, RN)。 
联 会 复合 体 在 双 线 期 解体 时 ,首先 失去 中 央 成 分 ,然后 侧 成 分 消失 。 消 失 的 原因 可 能 是 染 
色 体 进一步 收缩 的 结果 。 

联 会 是 染色 单 体 之 问 遗 传 物质 交换 和 减 数 分 裂 后 期 1 同 源 染 色 体 有 规律 分 高 的 必要 
条 件 。 


染色 质 1 


染 鱼 质 2 


iris 


B1-19 减 数 分 裂 前 期 ] 的 进程 与 联合 复合 栖 


GEAM ( pachynema) 又 称 重组 期 {recombination stage)。 该 期 始 于 同 源 梁 色 
体 配 对 完成 之 后 。 染色 体 变 粗 变 短 ,结合 紧密 , 非 姐妹 染色 单 体 之 间 发 生 DNA RE 
换 , 即 基因 交换 ,其 结果 导致 重组 ， 人 们 对 重组 节 作 深入 研究 时 发 现 , 在 SC 的 不 同 发 育 
阶段 处 于 SC 中 央 组 分 上 的 重组 节 在 形态 ,大 小 和 分 布 特点 方面 并 不 完全 相同 ,通常 可 以 
分 为 两 种 类 型 ,第 一 种 RN 在 偶 线 期 SC 片段 刚刚 形成 时 即 出 现 ,其 数目 在 早 粗 线 期 达到 
最 多 ,这 一 时 期 它们 在 不 同 染 色 体 间 和 同一 桨 色 体 上 的 分 布 是 随机 的 ,人 们 通常 称 这 类 章 
组 节 为 早 重组 节 (early RN) ;中 - 晚 粗 线 期 SC 已 稳定 形成 之 后 ,第 二 种 RN 出 现 ,其 形态 
和 大 小 与 第 一 种 RN 不 同 ,其 分 布 也 是 不 随机 的 ,大 们 通常 称 这 类 重组 节 为 梗 重 组 节 (late 
RN)。 现 在 ,入 们 还 不 敢 明 确 断 定 , 两 种 RN 是 各 自 独立 形成 的 还 是 由 早期 重组 节 经 形 矢 
分 化 形成 晚期 重组 节 。 有 一 个 支持 分 化 过 程 的 观察 结果 是 ,Bojko 在 红色 面包 者 [粗糙 脉 
ERE ( Neurospora carassa )] 中 发 现 了 一 种 与 早 \ 晚 重组 节 形态 都 不 相同 的 RN ,Bojko 认为 
这 可 能 是 早 重组 节 分 化 形成 晚 重 组 节 过 程 中 的 一 种 中 间 过 渡 形式 。 现在 人 们 已 经 有 较 多 
的 证 据 支 持 晚 重组 节 真 正 参与 了 交换 ,这 些 证 据 概括 起 来 主要 有 :中 像 交 换 一 样 ,RN 也 
出 现在 常 染色 质 区 ;名 交换 的 数目 与 RN 的 数目 具有 很 好 的 一 致 性 ;加 交换 的 位 置 与 RN 
出 现 的 位 置 具有 很 好 的 一 致 性 ;@ 影 响 交 换 数 目的 突变 也 能 影响 RN 的 数目 ,RN 频率 的 
降低 与 交换 频率 的 降低 具有 高 度 一 致 性 ;@ 像 交换 一 样 ， RN 在 分 布 上 也 是 不 随机 的 , 存 
在 干涉 (interference) 现 象 。 

关于 早 重组 节 的 功能 ,人 们 现在 仍然 知道 得 很 少 ,但 不 同 的 研究 者 依据 各 自 不 司 的 观 


察 结果 提出 了 不 同 观点 :中 早 RN 参与 了 基因 转换 (gene conversion), Holm 和 Rasmussen 
= 34 . 


曾 提 出 ,所 有 的 早 RN 都 具有 参与 交换 和 (或 ?基因 转换 的 潜在 可 能 ,但 只 有 那些 最 终 参 与 
交换 的 早 RN 能 够 始终 保持 与 SC 的 联系 ,而 参与 基因 转换 的 早 RN 则 在 偶 线 期 - 粗 线 期 
过 渡 时 期 脱离 SO, 这 样 一 来 ,时 RN 到 晚 RN 形态 上 的 变化 也 就 反映 了 交换 的 发 生 。 同 
样 的 观点 ,Carpenter 也 曾 得 出 过 , 果 蝇 中 基因 转换 是 由 早 RN 作 媒 介 完 成 的 ,而 交换 则 由 
粗 线 期 的 晚 RN ERTER, OE RN 参与 了 辣 源 染 芭 体 的 配对 识别 过 程 。Carpenter 
曾 提 出 “二 步 过 程 假 谤 ”(two-step process hypothesis) ,认为 早 RN 参与 了 为 保证 间 源 染色 
体 精确 配对 市 进行 的 同 源 性 识别 过 程 。 具 体 来 说 ,最 初 SC 片段 的 形成 并 不 要 求 同 源 性 ， 
而 只 是 一 个 随机 配对 过 程 ,这 些 片 段 形 成 后 ,由 早 RN 参与 立即 通过 一 种 类 似 基 内 转换 的 
过 程 进行 同 源 配对 识别 , 当 在 刚 形 成 的 SC 片段 及 其 两 侧 能 够 识别 出 较 长 一 段 同 源 序列 
时 , 联 会 则 继续 进行 。 反 之 , 当 识 别 不 同 源 序 列 时 ,SC 片段 的 两 个 侧 成 分 则 解除 联系 , 然 
后 再 重复 上 述 随机 配对 和 辣 源 识别 过 程 。 这 个 假说 与 传统 观点 不 同 之 处 在 于 , 它 认为 同 
源 识别 发 生 在 SC 片段 形成 之 后 而 不 是 之 前 。 基 国 转换 参与 了 辣 源 染 色 体 配对 时 同 源 识 
别 过 程 的 观点 最 初 是 由 Smithies 和 Powers 提出 来 的 。 他 们 在 研究 了 位 于 不 辣 染 色 体 上 
的 胎儿 珠 蛋 白 基 因 ({oetal globin gene) 间 的 基因 转换 过 程 后 提出 :在 短 同 源 序列 间 形 成 异 
源 双 链 DNA( 同 时 产生 基因 转换 ) 对 于 完成 同 源 染 色 体 识别 来 说 似乎 是 一 个 很 好 的 可 被 
自然 选择 下 来 的 过 程 。 有 关 重 组 的 机 制 具体 见 遗 传 重组 一 章 。 

{4) 双 线 期 (diplonema) 在 双 线 期 ,染色 体 进一步 收缩 变 粗 , 同 源 染 色 体 冯 有 几 个 
接触 点 ,这 时 可 清楚 地 看 到 四 分 体 。 同 源 染色 体 之 间 的 接触 点 称 为 染色 体 文 叉 {fchromo- 
some chiasmata) ;这 也 是 从 形态 学 角度 提出 的 粗 线 期 同 源 染色 体 之 间 发 生 交 换 的 证 据 。 
在 这 一 时 期 ,染色 体 的 联 会 引力 结束 ,SC 消失 , 同 源 染 色 体 在 相 斥 中 分 离 ,而 只 在 交换 点 
连结 在 一 起 。 随 着 双 线 斯 的 进行 ,着 丝 粒 分 开 且 交 叉 点 数目 减少 ,这 .一 过 程 称 为 交 闷 端 化 
作用 (terminalization) 。 当 交叉 移动 到 染色 体 末 端 时 ,就 停留 在 那里 ,形成 未 端 交叉 , 它 似 
隆 被 明 在 端 粒 内 而 不 能 越过 这 个 结构 ,直到 完成 染色 体 中 的 中 期 取向 排列 , 端 部 张力 使 未 
3g] 55 LAT ,而 进 人 后 期 T。 

(5) 终 变 期 (diakinesis) 终 变 期 是 观察 染色 体 的 理想 时 期 之 一 ， 唯一 的 缺点 是 这 
个 时 期 比较 短 。 由 于 染色 体 的 高 度 螺 旋 化 和 二 价 体 之 间 的 相 斥 以 及 由 于 纺锤 丝 尚 未 与 染 
色 体 结合 ,从 而 使 染色 体 遍 布 整个 细胞 。 

TE SEE OT HA, 四 分 体 较 均 匀 地 分 布 在 核 中 ;姐妹 染色 单 体 靠 着 经 粒 连 在 一 起 ， 
而 由 分 体 只 靠 端 部 交叉 结合 在 一 起 。 由 于 交叉 位 置 和 数目 的 差异 , 端 化 程度 不 同 ,从 而 使 
终 变 期 染色 体 呈 现 不 同形 状 ,如 棒状 . 单 环 状 ,双环 状 或 环 叉 状 等 。 


2. 中 期 I 


在 第 一 次 泪 数 分 裂 中 , 核 膜 的 消失 ,中 心 体 的 分 高 和 纺锤 体 的 形成 ,标志 着 前 期 1 的 
HR, BN PEHO BE FER 5333 ERE AR REJE I ERES 2 EE — A DR n HA PLA R 
向 极 取向 ets ERE AE 1 已 进入 中 期 。 

有 丝 分 异 中 期 与 碱 数 分 裂 中 期 1 有 显著 差异 。 在 有 丝 分 慷 的 中 斯 ,姐妹 染色 单 体 的 
着 丝 粒 连 在 一 起 ,并 准确 地 位 于 赤道 板 上 , 同 源 染色 体 之 间 不 发 生 配 对 。 Ti TE OCA En 
期 I 中 , 同 源 染色 体 的 着 丝 粒 并 不 位 于 东道 板 上 ,而 是 位 于 赤道 板 两 侧 ， 由 于 读 对 而 形成 
的 束 端 交叉 点 位 于 赤道 板 上 。 当 所 有 的 二 价 体 都 到 达 这 一 位 置 时 , 则 处 于 暂时 的 平衡 状 
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态 。 盖 价 体 的 每 条 染色 体 在 赤道 板 两 侧 的 向 极 分 布 是 随机 的 ,这 种 随机 取向 也 决定 了 该 
染色 体 在 子 细胞 中 的 分 配 , 从 而 造成 了 染色 体 之 间 的 不 同 组 合 方式 (染色 体重 组 }。 如 假 
RA n 对 同 源 染色 体 , 则 组 合 方式 有 2* 种 。 减 数 分 玖 分 离 是 乔 德 尔 自 由 组 合 定律 的 实 
质 。 所 不 同 的 是 ,和 孟 德 尔 规律 所 研究 的 是 基因 分 离 ,而 减 数 分 裂 分 腐 所 涉及 的 是 基因 群 的 
分 次 。 


3. 后 期 I 


在 后 期 1, 二 价 体 中 的 两 条 同 源 染 色 体 分 开 , 分 别 向 两 极 移 动 。 减 数 分 型 后 期 1 与 有 
丝 分 虱 的 差异 蚌 , 在 有 毕 分 型 后 期 中 ,相连 的 姐妹 染色 单 体 的 着 丝 粒 分 型, 每 一 染色 单 体 
作为 独立 的 子 染色 体 分 别 向 两 航 移 动 。 而 在 碱 数 分 裂 后 期 1 P REGE T PIER UI fS 
善 丝 粒 并 不 分 玖 ,两 条 染色 单 体 作 为 一 个 单位 向 极 欧 动 。 


4. 末 期 1 及 间 期 


同 源 染 色 体 平均 分 配 到 达 两 极 时 ,未 期 1 开始 。 此 时 染色 体 的 行为 有 两 种 类 型 ,一 县 
染色 体 脱 螺 旋 而 进入 间 期 状态 并 形成 核 膜 ; 另 外 一 种 是 在 纺锤 体 消失 后 ,染色 体 并 不 解 
旋 . 而 是 由 两 极 直 接 进 入 各 自 第 二 次 分 裂 的 赤道 板 。 

存 末 期 1 后 , 随 之 而 来 的 是 一 短暂 的 停顿 时 期 ,此 时 染色 体 不 合成 新 的 DNA, 染 色 体 
不 存在 再 复制 。 

经 过 减 数 分 裂 1 后 , 同 源 染 色 体 平均 地 分 配 到 子 核 中 ,从 细胞 的 二 倍 体 (2n ) 减 少 到 
子 细 胞 中 的 单 倍 体 (n) ,但 其 DNA 含量 与 G1 期 相同 (2C) ,因为 每 条 染色 体 含 有 了 丙 条 姐妹 
染色 单 体 。 


(Pi) 减 数 分 弄 II 


号 有 丝 分 裂 过 程 基 本 相同 ,可 分 为 前 .中 ,后 .未 4 期 。 在 末期 1 和 分 型 间 期 染色 体 已 
经 解 施 , 则 前 期 了 1 染色 质 重 凝 缩 和 螺旋 化 ,每 条 染色 体 的 两 条 集 色 单 体 在 着 丝 粒 处 相连 。 
在 中 期 1, 染 色 体 的 着 丝 粒 排列 在 赤道 板 上 ,每 条 染色 体 上 的 着 丝 粒 分 别 和 不 辣 极 的 纺锤 
给 相 连 ,每 一 着 丝 粒 一 分 为 二 ,每 一 条 染色 单 休 成 为 独立 的 子 染 色 体 ,并 在 纺锤 丝 这 引 下 
移 向 两 极 , 其 结果 每 极 含有 1C 的 DNA 含量 相当 于 减 数 分 烈 前 间 期 GHA H DNA 
含量 和 Gs 其 细胞 的 DNA 会 量 。 末 期 II 重新 组 成 核 仁 、 核 膜 ,染色 体 脱 螺旋 。 经 过 减 数 
分 裂 ,使 一 个 母 细胞 变 成 4 个 子 细胞 ,染色体 数目 从 母 细 胞 的 2 变 成 子 细胞 的 ， ,从 而 完 
成 三 数 分 殊 周 期 。 

由 减 数 分裂 所 形成 的 4 个 细胞 核 ,不 同性 别 其 结果 也 不 同 。 雄性 动物 经 过 减 数 分 列 
所 形成 的 4 个 精细 胞 ,分 化 成 有 功能 的 雄性 配子 一 -精子 。 而 在 帷 性 动物 中 ,由 于 胞 质 的 
不 均 勾 分裂, 只 形成 一 个 卵细胞 ;其 他 子 核 形成 胞 质 极 少 的 无 功能 的 极 体 (polar body). 
TER € Hc R3 BOR UG ARA XY , 卵 原 细胞 为 XX,22 SEES A) 8E FUE nS 4 jr 
子 中 性 染色 体 分 别 为 XX Y Y L ifi — d BET Of Hee DO X, 
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(五 ) A ATRAE IA DNA 含量 和 染色 体 数目 的 变化 


RERE DNA 的 载体 ,DNA 舍 量 的 加 倍 是 染色 体 复制 的 一 个 象征 。DINA 含量 不 仅 
在 一 个 物种 的 某 一 发 育 阶 段 是 恒定 的 ,而 且 它 与 染色 体 的 倍数 水 平 密切 相关 。 如 果 用 CC 
来 代表 单 倍 体 中 DNA 的 合 量 ,那么 一 个 二 倍 体 细胞 在 合子 或 体 细胞 有 丝 分 裂 G; 期 时 ,其 
DNA 会 量 为 2C。 由 子 在 S 期 进行 DNA 复制 ,DNA 含量 增加 到 AC. SEHE C HR E 
分 离 后 ,在 末期 形成 2 个 子 细胞 ,细胞 核 内 的 DNA 含量 又 恢复 到 2C。 处 于 连续 有 丝 分 
裂 的 细胞 中 ,其 DNA 含量 总 是 表现 出 这 种 有 规律 的 变化 。 在 减 数 分 裂 $S 期 中 ,DNA 含量 
也 上 升 到 4C。 由 于 染色 体 和 DNA 只 复制 一 次 , 却 进行 了 两 次 连续 的 分 裂 , 所 以 在 经 过 
第 一 次 减 数 分 型 后 期 (1) 后 形成 的 子 细胞 中 , 核 内 DNA 含量 为 2C ,第 二 次 减 数 分 裂 后 期 
GDE, A DNA 会 量 为 C。 

染色 体 数 目 在 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 中 ,也 表现 出 有 规律 的 变化 。 如 果 单 倍 体 的 染色 
体 数目 用 = 来 表示 , 则 合子 和 体 细胞 中 染色 体 数 目 为 24, 经 过 S 期 后 ， 虽然 细胞 核 内 其 
DNA $ EJnfi, 由 于 着 丝 粒 未 分 离 ,因此 每 条 染色 体 含有 两 条 染色 单 体 ,总 的 染色 体 数目 
却 没有 发 生变 化 。 在 减 数 分 裂 过 程 中 ,真正 的 减 数 分 烈 是 在 后 其 I 发 生 的 ,而 有 缘分 裂 后 
期 及 第 二 次 减 数 分 裂 后 期 所 形成 的 子 细胞 中 染色 体 数 目 与 该 次 分 裂 前 细胞 的 染色 体 数目 
fill, DNA 含量 和 染色 体 数 日 的 变化 具体 见 图 1 - 20.、 图 1 - 21。 
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图 1-20 DNA 含量 变化 图 解 
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(六 ) 细胞 分 裂 的 意义 


1.8£558 


多 细胞 生物 通过 细胞 分 裂 进行 生长 ,因而 有 丝 分 裂 也 称 体 细胞 分 裂 。 在 细胞 分 玖 过 
程 中 , 核 内 染色 栖 经 过 复制 并 一 分 为 二 ,均匀 地 分 给 子 细胞 ,使 子 细胞 获得 与 母 细胞 同样 
数量 和 质量 的 染色 体 。 这 种 均等 式 分 烈 ,可 以 使 每 个 细胞 都 能 得 到 与 母 细 胞 或 当初 受精 
姥 同 样 的 一 套 完整 的 遗传 信息 ,这 样 虐 能 维持 个 体 的 正常 生长 发 育 ,也 保证 了 物种 的 连续 
性 和 稳定 性 ,因此 具有 重要 的 遗传 学 意义 。 


2.81 5 5 


减 数 分 列 对 生物 的 遗传 和 变异 起 着 十 分 重要 的 作用 。 

(1) 维 持 物 种 染色 体 教 目的 恒定 ”性 母 细胞 (2* ) 经 减 数 分 裂 产生 4 个 子 细 胞 ,以 
后 分 化 成 崔 雄 配子 ,各 具有 单 倍 染 色 体 数 Ca )。 当 雌雄 配子 经 受精 作用 结合 成 合子 时 LU 
色 体 数目 又 恢复 成 二 悦 (22) ,从 而 保证 了 上 代 与 下 代 之 间 遗 传 物质 含量 的 恒定 ,为 物种 
的 延续 提供 了 可 靠 的 保证 。 

( 力 为 生物 的 变异 提供 了 物质 基础 。 后 期 1 各 对 同 源 染 色 体 的 两 个 成 员 彼 此 分 离 ， 
并 向 两 极 移动 ,但 哪 条 同 源 染 色 体 分 向 哪 一 极 完全 是 随机 的 ,这 就 有 可 能 产生 多 种 染色 体 
组 合 的 子 细胞 ,如 人 体 细 胞 为 6 条 染色 体 , 配 子 中 含有 的 23 条 染色 体 每 条 都 是 一 对 同 源 
染色 体 中 的 一 条 。 即 该 配子 的 染色 体 构 威 只 是 23 组 全 方式 中 的 一 种 。 因 此 这 种 染色 体 
重组 本 身 就 为 生物 的 变异 提供 了 丰富 的 材料 。 

而 且 ,网 源 染 色 体 之 问 的 交叉 互 换 , 为 染色 体 上 的 基因 互 换 提 供 了 可 能 性 ,增加 了 子 
细胞 在 跟 传 组 成 上 的 多 样 性 。 因 市 减 数 分 融 为 生物 的 变异 提供 了 物质 基础 ,为 自然 选择 
和 人 工 选择 提供 了 丰富 的 材料 ,有 利于 生物 的 进化 和 新 品种 的 选 育 。 
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自然 界 中 各 种 生物 的 染色 体 都 有 一 定 的 形态 和 数目 ,并 通过 精确 的 复制 代 代 相传 ,从 而 保 
持 染 色 体 结构 和 数目 的 稳定 性 。 但 在 自然 条 件 下 由 于 温度 , 昔 养 .生理 等 异常 变化 ,有 可 能 合 
染色 体 的 结构 和 数目 发 生变 异 。 染 色 体 畸 变 (chromosome aberration) 是 指 在 自然 突变 和 人 工 诱 
变 的 情况 下 ,染色体 的 结构 和 染色 体 数目 发 生 的 变化 。 由 于 妆 色 体 畸 变 的 发 生 ,使 染色 体 上 的 
基因 数目 和 位 置 也 发 生 了 变化 ,从 而 导致 个 体 性 状 表现 型 的 决定 性 政变。 


一 、 染 色 体 结构 变异 
(一 ) 结构 变异 的 类 型 


染色 体 结构 的 改变 取决 于 染色 体 的 断裂 和 断裂 后 的 愈合 方式 。 如 果断 裂 的 染色 体 按 
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原 有 的 顺序 修补 再 恢复 ,这 种 现象 称 为 染色 体重 建 。 如 果断 裂 的 染色 体 未 发 生 重 建 , 则 产 


生 染 色 体 的 结构 改变 。 
染色 体 结 构 变 异 主 要 有 4 种 类 型 ,缺失 (deletion) ,重复 (duplication) tY (inversion) 


RAS f Ctranslocation) ,请 参见 图 1 -22。 


HH hr 


H1-22 REISEN E I G-TYAERURAERGERC IURE AUREUS 
1. f 


BUR (deletion) 18 —4- IE He & HE CBE IG E (o HEC ESAE UR E 
失 。 如 果 缺 失 发 生 在 染色 体 的 未 端 , 称 为 末端 缺失 (terminal deletion); 2K 988 it Ac (4) e 
较 简 单 ,只 要 在 和 染色 体 的 近 末 端 发 生 一 次 断裂 。 如 果 缺 失 发 生 在 染色 体 的 内 部 , 称 为 中 间 
BÆ (interstitial deletion), 中 间 缺 失 的 发 生 较 为 复杂 ,要 在 染色 体 的 某 一 臂 上 发 生 两 次 
断裂 并 经 过 一 次 重 接 后 , 方 可 形成 。 由 于 末端 缺失 所 形成 的 断 头 无 端 粒 存在 ,因而 很 不 稳 
定 ,其 断 头 易 与 其 他 染色 体 断 头 相互 连接 ,产生 新 的 结构 变异 。 因此 染色 体 的 中 间 铅 和 失 较 
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常见 。 

^ Actk DS BS A PENEOU RC RES De. Me be EET ORB UE A BUBOUIST 
片 。 一 对 同 源 全 色 体 只 有 一 条 发 生 缺 失 这样 的 个 体 称 为 缺失 杂 合 体 。 当 减 数 分 裂 染 色 
体 联 会 时 ,由 于 缺失 染色 体 不 能 与 正常 染色 体 相 应 地 配对 ,因而 在 细胞 学 上 可 以 观察 到 正 
常 染色 体 上 出 现 一 个 拱 形 的 缺失 圈 ( 中 间 缺 失 ) 或 多 出 - Bt CORR BECAS) 

缺失 对 生物 的 发 育 是 有 影响 的 ,影响 程度 取决 于 缺失 片段 的 长 得 及 其 所 载 基 因 的 重 
要 人 性。 一 般 来 说 ,其 有 同一 缺失 的 惧 雄 配子 结合 后 的 侣 子 是 很 难 发 育 的 。 自 然 界 中 一 般 
不 存在 人 缺失 纯 合体 。 

缺失 的 遭 传 效应 是 破坏 了 正常 的 连锁 群 ,影响 基因 间 的 交换 和 重组 。 而 且 当 缺失 了 
显 性 基因 时 , 则 杂 合 体 表现 出 假 显 性 现象 (pseudo dominance)。 在 遗传 试验 中 ,利用 缺失 
条 合体 为 材料 ,根据 假 显 性 现象 和 缺失 图 部 位 ,可 以 进行 某 些 基因 的 定位 。 
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重复 通常 是 指 染 色 体 上 额外 增加 了 与 本 身 相同 的 某 区 段 。 如 果 重 复 区 段 上 的 基因 排 
列 顺序 与 原来 相同 , 则 称 为 顺 接 重复 (tandem duplication)。 如 果 重 复 区 段 上 的 基因 顺序 
与 原来 相反 , 则 称 反 接 重复 (reverse duplication) 。 

发 生 染 色 体重 复 的 一 种 可 能 途径 ,是 两 条 同 源 旨 色 体 均 发 生 了 断 改 , 且 两 条 同 源 染 色 
体 中 一 条 发 生 一 次 断裂 ,而 另 一 条 则 发 生 两 次 断裂 。 在 减 数 分 玖 的 粗 线 期 同 源 染 色 体 发 
生 了 不 等 交换 (Unequal crossing over) ,可 以 产生 重复 ,而且 重复 和 缺失 总 是 伴随 出 现 的 。 
重复 染色 体 与 正常 染色 体 在 减 数 分 裂 过 程 中 进行 联 会 时 ,可 以 在 重复 染色 体 上 出 现 拱 型 
的 重复 图 结构 。 重复 图 与 缺失 图 在 形态 上 难以 区 分 ,但 在 实质 上 ,缺失 图 出 现在 正常 桨 色 
体 上 ,而 重复 图 则 出 现在 异常 染色 体 上 。 

只 要 重复 的 区 段 不 太 大 ,重复 对 生物 个 体 的 生长 发 育 并 不 一 定 带 来 有 害 的 影响 ,这 与 
缺失 不 同 , 缺 失 往往 是 有 害 的 ,会 产生 致死 效应 。 重复 的 遗传 效应 同样 是 破坏 了 主 常 的 连 
锁 群 ,影响 交换 率 , 而 且 重复 可 以 使 基因 的 数量 发 生变 化 而 引起 剂量 效应 (dosage effect), 


3. 倒 位 


一 个 正常 染色 体 的 某 一 区 段 断裂 下 来 ,后 经 180" 的 倒转 后 又 重新 接 起 来 ,成 为 一 条 
具有 例 位 区 段 的 染色 体 ,这 一 现象 称 为 倒 位 。 倒 位 未 增加 任何 遗传 物质 ,只 是 改变 了 染色 
体 上 基因 排列 的 顺序 。 侧 位 可 以 分 为 辟 内 倒 们 (paracentric inversion) WI 9f [8] £8] fi? ( peri- 
centric inversion) 两 种。 T8 ft AE ^E V e t5, He P A, HEKERE ARA, AR AA 
位 。 如 果 倒 位 涉及 两 个 染色 体 臂 , 倒 位 区 段 包括 着 丝 粒 的 , 称 为 丑 间 倒 位 。 

警 内 倒 位 和 营 间 倒 位 在 减 数 分 裂 过 程 中 , 杂 合 体 的 两 条 同 源 染 色 体 联 会 时 ,会 出 现 倒 
位 团结 构 。 而 且 当 倒 位 圈 内 发 生 单 交换 时 ,可 出 现 具 有 双 着 丝 粒 的 染色 体 桥 和 断 片 ( 蔷 内 
倒 位 )。 无 着 丝 粒 的 断 片 往往 留 在 胞 质 中 而 不 能 在 细胞 分 裂 过 程 中 进 人 子 组 胞 ,而 双 着 丝 
粒 染 色 体 在 细胞 分 裂 中 被 拉 世 并 分 别 进入 子 细胞 ,但 由 于 侠 失 区 眉 大 ,配子 往往 死亡 。 最 
后 存活 下 来 的 配子 往往 是 没有 发 生 过 交换 的 配子 。 所 以 倒 位 可 以 卸 制 或 大 大 降低 杂 合 但 
位 圈 内 的 基因 重组 。 
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4. Ait 


向 失 、 重 复 和 倒 位 主要 次 现在 同 源 染 色 体 内 结构 的 改变 ,而 非 同 源 染 色 体 之 间 某 区 段 
的 转 称 称 为 易 位 。 根 据 染 色 体 发 生 断 裂 的 次 数 ,可 把 易 位 分 为 4 种 类 型 . 

(1) Ñ 3€ 5 4 (simple translocation) — J& ekkr ERAH RAE 
[B do dem DER. RARE, AA IE Ge Pe t HE OR 18 EOS PE 8 99 EAS 53 E 
fa] 3e C, c o Br 3k d e He, EL oh v 3 e DT ELA RE" S DRLS ,简单 易 位 可 能 也 是 相互 
易 位 的 一 种 , 即 发 生 了 两 次 染色 体 断 裂 。 

(2)48 3. $ i: (reciprocal translocation) RAAE [8] L3 P 0 3 — CHRIST S, 
然后 相互 变换 断 片 。 这 是 所 观察 到 的 易 位 的 重要 类 型 。 

(3)35 4x. 45 [x (shift translocation) 有 断裂 的 染色 体 片 段 插入 到 非 同 源 染 色 栖 或 同一 
染色 体 的 另 一 断裂 位 置 上 , 称 移 位 易 位 。 

(4) ES Jf (complex translocation) 复合 易 位 是 那些 涉及 三 个 以 上 断 点 的 易 位 。 
Kaufmann 管用 4000 伦琴 X 射线 处 理 雄 果 蜗 并 进行 了 144 小 时 的 红外 线 照 射 ,发 现 其 后 
代 有 具有 的 32 个 断 点 的 复合 易 位 。 

从 细胞 学 上 鉴定 易 位 ,也 是 根据 易 位 杂 合体 减 数 分 裂 时 染色 性 联 会 的 特殊 结构 形式 。 
减 数 分 裂 的 粗 线 期 ,可 以 见 到 由 4 条 染色 体 紧 密 配 对 形成 的 “+ " 字 型 结构 。 到 了 终 变 期 ， 
由 于 交叉 移动 而 形成 由 4 条 染色 体 组 成 的 四 体 环 或 四 体 链 。 


染色 体 断 裂 


一 条 染色 体 | | 一 条 染色 体 | | 不 同 染色 体 = 三 次 断 要 |] 
至 少 两 次 在 一 条 染色 体 上 

末端 缺失 E 
相互 易 位 

A Lr HE OE dz 
| PIN TM 


gu 中 则 缺失 两 条 近 端 着 丝 粒 融合 | 

断 片 倒转 接合 MES 
环形 染色 体 

e A mS WAD GERIR R ik ) 


ARERRREA, W 
ARZTEN, HAMA A 
—ÉB EE RCR BUR id ) 


图 1-23 染色 体 断 裂 与 结构 变异 的 关系 
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另外 -种 比较 常见 的 易 位 方式 是 罗 伯 慰 易 位 , 即 着 丝 粒 融合 型 。 由 于 两 个 端 部 或 近 
端 着 丝 粒 融合 ,而 使 染色 体 数目 减少 。 如 西门 答 尔 牛 中 发 现 的 1721 ZG HB LS 
13/17 染色 体 易 位 等 , 


(二 ) 结 构 变 党 机 制 


Ws te Wk zn BELLA ^E Sine Se ,根本 原因 是 在 内 因 或 外 因 的 作用 下 ,使 染色 体 发 生 一 次 
或 -次 以 上 的 断裂。 由 于 断裂 后 染色 体 末端 端 粒 的 丢失 , 断 端 具有 与 断 片 或 其 他 断裂 染 
色 体 断 端 重 新 接合 的 能 力 。 当 一 个 染色 体 断 端 与 其 本 身 的 断 片 接合 时 , 则 不 会 发 生 鱼 构 
变异 。 和 但 如 果 一 对 同 源 染 色 体 的 不 同 区 段 发 后 断裂 ,而 断裂 区 医 的 断 片 以 不 同方 式 进 行 
接合 , 则 会 形成 染色 体 缺 失 ,重复 或 倒 位 等 变异 。 当 两 对 非 同 源 染 色 体 的 各 一 条 染色 体 断 
席 后 ,如 它们 的 断裂 区 段 间 发 生 单 向 接合 或 相互 接合 , 则 会 形成 染色 体 易 位 。 染 色 体 断裂 
与 变异 的 关系 如 图 1 - 23 PUR. 

除了 上 述 变 异 之 外 ,还 有 其 他 结构 变异 如 等 臂 染 色 体 (isochromosome)。 它 是 一 条 异 
常 的 中 着 丝 粒 染色 体 , 它 的 形成 是 由 十 近 端 着 经 粒 染 色 体 复制 后 形成 一 对 姐 奈 染色 单 体 ， 
在 细胞 分 裂 时 着 丝 粒 异常 分 裂 ( 横 向 分 烈 ) ,而 使 两 条 姐妹 染色 单 体 的 两 个 长 辟 分 离 到 一 
个 子 细胞 而 另外 一 子 细胞 只 得 到 两 条 姐妹 染色 单 体 的 短 辟 。 


二 、 染色 体 的 数目 变异 


染色 体 数 月 变异 是 指 染 色 体 数目 发 生 不 正常 的 变化 。 在 讨论 染色 体 数 目 变 异 时 , 首 
先 应 明确 染色 体 组 的 概念 。 


《一 ) 染色 体 组 


二 信 体 生物 皮子 中 所 包 合 的 全 部 染色 体 称 为 染色 体 组 。 一 个 染色 体 组 (xn) 包 含 一 定 
数 日 的 染色 体 ,如 马 含 有 32 条 ,人 含有 23 条 , 猪 有 19 条 等 。 间 一 染色 体 组 的 各 条 染色 
体 ,其 形态 特征 和 基因 连锁 群 都 徙 此 不 同 ,但 它们 构成 了 一 个 完整 而 协调 的 遗传 体系 ,是 
生物 生长 发 育 所 必需 的 遗传 物质 总 体 , 如 果 缺 少 了 其 中 任何 -- 条 ,都 会 造成 不 育 或 性 状 变 
蜡 , 这 是 染色 体 组 的 最 基 杰 特征 。 

由 于 内 外 环境 条 件 的 影响 ,物种 染色 体 组 或 其 中 成 员 的 数目 可 能 发 人 生变 化 ,变化 的 类 
型 主要 包括 整 倍 体 和 非 整 倍 体 。 


(二 .) 整 倍 体 变 异 


是 指 体 细胞 内 含有 完整 的 染色 体 组 变异 。 按 其 染色 组 数 变 化 ,可 分 成 以 下 几 种 ， 
1. 单 倍 体 


单 倍 体 (haploidy) 是 指 体 细胞 内 只 含有 -一 个 染色 体 组 。 它 具 有 正常 体 细胞 染色 体 数 
- 42 D i 


(2n) 的 一 半 {n)。 即 它 只 会 有 单 套 的 基因 组 。 

在 动物 中 有 少数 自然 存在 的 单 倍 体 。 如 膜 奶 目 屁 虫 ( 蜂 、 蚁 ) 和 某 些 同 杷 目 昆 虫 ( 白 
蚊 ;) 的 雄性 个 体 , 是 由 未 经 受精 的 卵 发 育 而 成 的 单 倍 体 。 这 些 梭 性 个 体 虽 然 只 含有 单个 染 
色 体 组 ,但 正常 可 育 ,产生 具有 完整 染色 体 组 的 精子 。 


2. 多 倍 体 


正常 一 倍 体 生物 中 体 细胞 内 售 有 两 个 染色 体 组 (2n) ,含有 三 个 染色 体 组 的 称 三 倍 体 
(3n). 凡是 体 细胞 内 售 有 三 个 以 上 染色 体 组 的 个 体 称 为 多 倍 体 (polyploidy。 根 据 染 色 体 
组 的 来 源 , 多 售 体 又 可 分 为 同 源 多 售 体 (autopolyploid) 和 异 源 多 售 体 (allopolyploid)。 来 源 
相同 并 超过 两 个 以 上 染色 体 组 的 个 体 称 为 同 源 儿 倍 体 。 动 物 中 的 同 源 三 倍 体 的 形成 主要 
是 由 于 双 精 受精 (dispermy) 或 异常 的 二 倍 体 配 闻 受 精 ; 四 倍 体 的 形成 主要 由 于 受精 卵 即 
合子 (zygote) 虽 然 进 行 了 染色 体 的 复制 却 没有 进行 分 裂 所 致 。 在 动物 中 组 成 型 多 倍 体 
{constitutional polyploid) 是 很 少见 的 ,但 几乎 所 有 的 动物 个 体 中 某 些 细胞 总 是 存在 着 自然 
多 信 体 的 现象 。 如 人 的 巨 哄 细胞 以 及 骨髓 细胞 等 。 另外 其 他 的 一 些 终 未 分 化 细胞 ( 红 细 
胞 、 鳞 状 上 皮 细 胞 ) 以 及 血小板 没有 细胞核 ,因此 被 称 为 缺 倍 体 (nulliploid)。 

来 源 于 不 同 物种 并 超过 两 个 染色 体 组 的 个 体 称 为 异 源 多 倍 体 。 如 两 个 不 同 物种 的 二 
倍 体 生物 杂交 ,它们 的 杂种 再 经 过 染色 休 加 售 就 可 能 形成 异 源 四 倍 体 或 称 双 二 倍 体 。 如 
我 国 培育 成 的 八 倍 体 小 黑 麦 就 是 人 工 创造 的 异 源 四 倍 体 。 

多 入 体 物种 在 植物 中 是 很 普 沉 的 。 因为 大 多 数 植物 是 峻 梭 同 体 或 同 花 的 。 其 峻 雄 配 子 
常 可 能 同时 发 生 不 正常 的 减 数 分 裂 ,使 配子 中 染色 体 数目 不 减 半 , 因 而 通过 自体 受精 而 自然 
形成 多 倍 体 。 许 多 植物 可 通过 多 倍 体形 成 新 物种 ， 即 多 倍 体 是 物种 起 源 的 方式 之 一 。 

动物 界 大 多 是 肉 钦 异体 ,而 肉 雄 瑟 子 同 时 发 生 不 正常 的 减 数 分 裂 机 会 很 少 , 旦 缆 色 
体 稍 不 平衡 ,就 会 导致 不 育 , 故 动物 界 多 倍 体 是 很 少见 的 ， 


(三 ) 非 整 倍 体 变异 


非 整 倍 性 (aneuploidy) 变 异 是 指 在 正常 体 细胞 (2 ) 的 基础 上 发 生 个 别 染 色 体 的 增 减 
现象 。 按 其 变异 情况 又 可 分 为 以 下 几 种 ， 

(1) 4E ( hypoploid) 县 指 二 倍 体 生物 体 中 缺少 一 条 或 几 条 染色 体 ， (ar 
(monosomy ) :是 指 二 倍 体 个 体 中 缺少 一 条 染色 体 (2 - 了 ;加 缺 对 性 (nullisomy) 指 在 二 倍 
体 个 体 中 缺少 一 对 局 源 染 色 体 (2 2)。 

(2) 超 二 局 体 (hyperploid) 指 比 正常 的 二 倍 体 染色 体 数 多 一 条 或 几 条 染色 体 的 个 体 . 
由 = 体 性 (trisomy), 比 正常 的 二 信 休 染色体 数 多 一 条 染色 体 (2n + 由 ;加 四 体 性 (tetrasomy)， 
比 正常 二 售 体 染色 体 数 多 一 对 同 源 染 色 体 ; 回 双 三 体 性 (ditrisormny)， 比 正常 的 二 信 体 染色 体 
数目 多 了 两 条 染色 体 (2n + 1 tD ,与 四 体 虽然 染色 体 数目 相同 ,但 有 本 质 的 区 别 。 

非 整 信 体 的 出 现 ,主要 有 以 下 两 个 原因 . 

EPE 色 体 不 分 离 {fnondisjunction) 即 在 第 一 次 减 数 分 裂 时 , 联 会 配对 的 两 条 染色 
体 未 分 离 而 同时 进 人 到 子 细胞 中 ' 或 者 在 第 二 次 减 数 分 裂 和 有 丝 分 裂 过 程 中 ABK o b 
UIS AEST IURE ZE A, TARR L3 — 1 T AUR RUP T — RI GR 

" 43 ` 


(21 后 期 延迟 (anaphase lag) 在 正常 情况 下 ,细胞 分 型 后 期 的 染色 体 移动 是 同步 
的 。 当 一 个 染色 体 组 的 某 个 成 员 由 于 后 期 延迟 运动 (delayed movement, lagging ) Tf] æ RESE 
整个 染色 体 组 一 起 进入 子 细胞 时 , 则 会 发 生 技 失 现 象 ,而 使 子 细胞 缺少 这 条 染色 体 。 

除 整 倍 体 变异 和 非 整 倍 体 变异 外 还 有 混 倍 性 (mixcploidy) 变 异 , 即 由 两 类 不 同 浊 色 体 
数目 细 胸 所 组 成 的 个 体 。 根 据 细胞 来 源 和 可 分 为 鲜红 型 (mosaicism) , 即 细胞 来 源 于 网 一 
台子 ,但 由 于 变异 而 形成 不 同 染 色 体 数目 的 细胞 系 而 形成 的 个 体 和 铸 合 型 (chimerism )， 
即 细 胞 来 源 于 不 同 合子 而 媒 合 在 一 起 形成 的 个 体 。 
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第 二 遗传 的 物质 基础 


第 一 节 ”遗传 物质 的 本 质 (1~ 
一 、DNA 是 遗传 物质 


核酸 (nucleic acid) 是 重要 的 生物 大 分 子 ,其 研究 是 分 子 生 物 学 的 重要 领域 。 核 酸 的 
研究 已 有 一 百名 年 历史 , 早 在 1868 年 ,瑞士 的 一 位 科学 家 下 . Miescher 从 外 科 贿 带 上 的 脓 
细胞 核 中 分 离 出 一 种 有 机 物质 ,其 会 欧 量 之 高 超过 任何 当时 已 经 发 现 的 有 机 化 合 物 ,并 且 
有 很 强 的 酸性 。 由 于 这 种 物质 是 从 细胞 核 中 分 离 出 来 的 ,当时 就 称 它 为 核 案 (nuclein)。 
Mieseher 所 分 离 到 的 核 素 就 是 我 们 今天 所 指 的 脱氧 核糖 核 蛋白。 以 后 陆续 证 明 ,任何 有 
机 体 包 括 病 毒 、. 细 菌 , 动 植物 等 ,都 无 例外 地 含有 核酸 。 核 酸 是 一 种 线形 多 聚 核 苷 酸 ,其 基 
本 结构 单位 是 核 苷 酸 ,通过 3 ,5 磷酸 二 酯 键 连 成 核酸 链 。 核 苷 酸 由 碱 基 、 戊 精 ERE MJ 
成 。 在 核酸 中 发 现 两 种 成 糖 ,根据 合成 糖 种 类 的 不 同 把 核酸 分 为 两 种 ,DNA "PEL EE E 
2 -脱氧 核糖 ,而 在 RNA 中 是 核糖 。 核 酸 的 主要 生物 学 作用 是 遗传 信息 的 改 体 。 

因为 遗传 物质 是 通过 表达 名 种 儿 样 的 蛋白 质 实现 其 功能 的 ,而 早期 人 们 错误 地 认为 
遗传 物质 的 结构 必然 与 其 表达 的 蛋白 质 的 结构 同样 复杂 ,所 以 在 很 长 一 段 时 间 内 人 科 认 
为 ,只 有 和 蛋白质 才 具有 足够 的 多 样 性 来 确定 其 他 的 蛋白 质 ,直到 人 们 意识 到 遗传 物质 携带 
的 是 以 密码 形式 存在 并 妃 定 蛋白 质 组 成 的 遗传 信息 时 , 才 抛 弃 了 这 个 错误 的 看 法 。 

DNA 是 遗传 物质 的 概念 起 源 于 1928 年 Griffith 等 进行 的 转化 (transfonnation) 实 验 。 
在 守 验 中 ,光滑 型 (S) 的 肺炎 球菌 对 小 馈 有 致死 性 ,而 粗糙 型 (R}) 的 肺炎 球菌 无 致死 性 。 
单独 存在 的 民 与 加 热 致死 的 S 肺 炎 球 菌 均 不 能 杀 死 小 饼 , 但 当 二 者 混合 在 一 起 却 是 致死 
的 。 利 用 人 民 各 S 抽 提 液 的 混合 物 也 能 观察 到 致死 的 结果 ,表明 在 抽 提 液 中 含有 一 种 转 
化 因子 (transforming factor)。1944 年 Avery 等 从 S 抽 提 液 中 部 分 纯化 了 转化 因子 ,证 明 
它 是 DNA。 利 用 此 DNA 样品 加 入 R 型 细菌 的 培养 物 中 ,得 到 的 菌落 中 含有 了 S 型 球菌 。 
这 个 实验 证 明了 使 肺炎 球菌 的 遗传 性 发 生 改 变 的 转化 因子 是 DNA, WI EE ELE, dE 
发 现 极 大 地 推动 了 对 核酸 结构 和 功能 的 研究 。 

1952 年 Hershey 和 Chase 等 利用 大 肠 杆 菌 哄 菌 体 的 捣 碎 实验 确证 了 DNA 的 遗传 物 
质 的 本 质 。 在 噬菌体 中 ,DNA 是 歇 一 含 克 的 物质 ,而 蛋白 质 是 唯一 合 硫 的 物质 。 利 用 合 
P 或 S 的 放射 性 培养 基 培 养 哄 菌 体 ,得 到 了 放射 性 标记 的 史 菌 体 。 使 标记 的 购 菌 体 有 吸附 
细菌 , 几 分 钟 后 离心 除去 未 吸附 的 叭 菌 体 。 然 后 利用 捣 碎 机 的 碎 使 几 菌 体 和 细菌 分 开 。 
离心 后 细菌 在 沉淀 中 ,而 噬菌体 在 上 清 液 中 。 这 时 发 现 放射 性 的 硫 有 80% 在 上 清 液 中 ， 
只 有 20% 在 沉淀 中 ,而 故 的 情况 则 相反 。 说 明 在 叭 苗 体 感染 的 过 程 中 ,DNA A T 28 
体内 ,而 蛋白 质 留 在 细菌 外 。 证 明 具 有 遗传 作用 的 是 DNA 而 不 是 蛋白 质 ( 图 2- 1)。 

DNA 是 由 4 种 基本 的 核 苷 酸 组 成 (A.G.C.T)。1950 年 以 前 ,流行 四 核 苷 酸 结 构 学 
说 。 该 学 说 认为 任何 核酸 分 子 都 是 由 等 摩尔 的 4 种 核 董 酸 组 成 ,因此 核酸 不 大 可 能 具有 
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图 2-1 证 明 DNA 是 遗传 物质 的 实验 
(1) 转 化 实验 : 
(2) 护 碎 实 验 。 
a 用 标记 XP( 标 记 DNA) 或 5S( 标 记 企 白质) 的 噬菌体 感染 细菌 ;b. 标记 的 噬菌体 吸附 细菌 ic, BOTE HE E Co AEA A 
眉 蛋白 质 外 壳 与 被 到 染 的 细 杞 分 开 。28S 在 上 清 液 中 ,2P 在 沉淀 中 。 


重要 的 生物 功能 。 尽 管 Avery 等 的 实验 已 证 明了 DNA 是 重要 的 遗传 物质 ,反对 者 仍然 认 
为 只 有 蛋白 质 才 是 转化 因子 。1950 年 以 后 ,Chargaff ,Markham 等 应 用 纸 层 析 及 分 光 光 度 
法 大 量 测 定 了 各 种 生物 的 DNA 碱 基 组 成 后 ,发 现 不 同 生物 的 DNA 碱 基 组 成 不 同 , 有 严 
格 的 种 的 特异 性 ,这 给 四 核 昔 酸 学 说 以 致命 的 打击 。 同 时 他 们 还 发 现 , 尽 管 不 同 生物 的 碱 
莽 组 成 不 同 ,但 其 量 总 是 A=T.G=C, 提 示 了 A-T、G-C 之 间 互 补 的 概念 。 这 一 重要 的 发 
现 ,为 以 后 Watson 和 Crick 建立 DNA 双 螺 旋 结 构 模 型 提供 了 重要 依据 。 

1953 年 DNA 双 螺 旋 结 构 模 型 的 提出 ,被 认为 是 本 世纪 自然 科学 的 重大 罕 破 之 一 。 
它 据 开 了 分 子 生 物 学 研究 的 序幕 ,为 分 子 唤 传 学 的 研究 蒜 定 了 基础 。 

遗传 物质 必须 具有 以 下 特性 ;贮存 并 表达 遗传 信息 ;全 能 把 遗传 信息 传递 给 子 代 ; 
全 物理 和 化 学 性 质 稳定 ;四 有 遗传 变化 的 能 力 。 

DNA 具有 上 述 特性 ,适合 作为 遗传 物质 。DNA 序列 由 不 局 的 核 苷 酸 排 列 而 成 ,遗传 
信息 就 存在 于 其 中 。 生 物体 DNA 上 的 遗传 信息 通过 表达 产生 许多 特殊 蛋白 质 来 实现 其 
功能 。 蛋 白质 由 一 系列 特殊 的 氨基 酸 组 成 ,每 种 蛋白 质 的 结构 和 活性 由 其 氨基 酸 排 列 的 
顺序 决定 ,DNA 的 核 苷 酸 序列 能 编码 组 成 它 所 对 应 蛋白 质 的 氨基 酸 序 列 。DNA 序列 和 
相应 的 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 之 问 的 关系 叫 基 遗 传 密码 (genetic code)。 通 过 确定 每 种 蛋白 
质 中 的 氨基 酸 序 列 ,一 段 DNA 可 以 携带 确定 一 个 有 活性 的 多 肽 链 的 所 有 信息 。 通 过 这 
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种 方法 ,DNA 这 个 简单 的 结构 就 能 够 以 无 数 的 蛋白 质 的 形式 来 表现 它 自 己 。 综 合 不 同和 蛋 
白质 产物 的 结构 和 活性 ,生物 体 的 细胞 就 可 以 表现 出 独特 的 性 质 。 

DNA 在 履行 其 遗传 物质 的 使 命 时 既 具 有 稳定 性 又 具有 灵活 性 。DNA 是 通过 碱 基 互 
补 配对 形成 的 双 链 分 子 , 碱 基 互 补 是 其 复制 ,转录 ,表达 遗传 信息 的 基础 。 复 制 过 程 中 , 通 
过 碱 基 互 补 配对 机 制 把 址 传 信息 准确 地 传递 给 子 代 ,而 且 DNA 在 生理 状态 下 很 稳定 ,这 
一 切 都 表明 DNA 适 于 作为 遗传 物质 。DNA LEBRA RE R R (mutation), w Ri 
往往 可 稳定 地 遗传 ,这 是 生物 进化 的 基础 。 


二 、RNA 也 可 以 作为 遗传 物质 


上 述 特征 对 原核 生物 和 真 核 生物 细胞 携带 的 遗传 信息 其 至 病毒 携带 的 遗传 信息 的 表 
达 都 是 同样 适用 的 。 所 有 已 知 的 有 机 体 和 许多 病毒 的 遗传 物质 都 是 DNA XO E. $ 
而 ,一 些 病毒 也 采用 另 一 种 核酸 - RNA 作为 遗传 物质 。 尽 管 RNA 的 化 学 结构 式 与 DNA 
有 所 不 同 , 它 仍 可 发 挥 与 DNA 相同 的 功能 。 不 同 的 病毒 体系 复制 其 核酸 的 机 制 的 细节 
是 不 同 的 ,但 复制 的 基本 原理 是 一 样 的 ,都 通过 其 互补 链 的 合成 来 实现 。 病毒 的 传染 媒介 
是 病毒 颗粒 (virion) ,由 病毒 基因 组 及 包 被 在 外 的 蛋白 质 外 过 组 成 。 病毒 的 核酸 编码 包装 
基因 组 所 需 的 蛋白 质 ,还 编码 一 些 在 感染 循环 中 复制 病毒 所 需 的 蛋白 质 , 宿 主 细胞 不 能 所 
供 这 些 蛋 白质 ;而 病毒 所 需 的 其 他 蛋白 质 涡 要 宿主 细胞 提供 ,因此 病毒 不 能 独立 生存 。 

类 病毒 (viroid) 是 使 高 等 植物 产生 疾病 的 有 传染 性 的 因子 (agent) ,它们 是 很 小 的 环 状 
RNA 分 子 ,与 病毒 不 同 ,类 病毒 的 RNA 本 身 就 是 一 个 感染 因子 ,类 病毒 只 由 RNA 组 成 ， 
其 中 广泛 存在 不 完全 的 碱 基 配 对 ,形成 一 种 特有 的 桂 状 结构 。 能 破坏 这 个 棒状 结构 的 突 
变 可 降低 感染 能 力 。 类 病毒 有 很 多 种 。 

类 病毒 与 病毒 类 似 ,都 有 可 遗传 的 核酸 基因 组 ,类 病毒 RNA 的 序列 可 忠实 地 传递 给 
其 后 代 。 其 核酸 可 以 突变 ,并 决定 其 表 型 ,因此 符合 遗传 物质 的 标准 。 但 类 病毒 在 结构 和 
功能 两 方 而 都 与 病毒 不 同 ， 它们 有 时 被 称 为 亚 病 毒 病 原 体 (subviral pathogens); 

类 病毒 的 RNA 似乎 并 不 能 翻译 成 蛋白 质 , 即 它 不 能 亲自 编码 生存 所 需要 的 和 蛋白质 ， 
这 导致 了 两 个 问题 ,类 病毒 的 RNA 是 如 何 复制 的 ? 它 是 如 何 影 响 被 感染 的 植物 细胞 的 
n 类 病毒 的 复制 必须 由 宿主 细胞 的 酶 来 完成 ,其 RNA 可 以 作为 复制 模板 。 类 病 
毒 遂 过 复制 占有 宿主 细胞 中 关键 的 酶 ,从 而 影响 细胞 正常 功能 ,所 以 它们 通常 是 致 病 的 。 
类 病毒 也 能 影响 必需 的 细胞 RNA 的 产生 而 引发 疾病 ,它们 还 可 以 作为 一 个 不 正常 的 调 
控 分 子 ,对 个 别 基 因 的 表达 产生 特殊 的 影响 。 


三 、 是 否 存在 核酸 之 外 的 其 他 遗传 物质 


综 上 所 述 ,大 部 分 生物 的 遗传 物质 是 DNA, 而 RNA 病毒 及 类 病毒 的 遗传 物质 是 
RNA。 但 自然 界 中 似乎 有 特例 表明 ,还 有 除 核酸 之 外 的 其 他 遗传 物质 。 除了 传统 意义 上 
的 遗传 物质 外 ,一 个 更 独特 的 " 咎 传 因子 ”是 羊 摄 痒 病 (scrapie) 的 至 病因 子 , 它 是 导致 山羊 
和 编 羊 的 退行 性 神经 疾病 的 原因 。 这 和 区 病 与 影响 人 脑 功能 的 库 重病 (kurmu, 新 几内亚 震 
Joi y RISE TEES CCreutzfeldt-Jakob disease, CID) ARE R38 p], 3E INT RUI HT GR 
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性 ,例如 把 库 鲁 疾 人 的 脑 组 织 均 装 接种 至 黑猩猩 脑 内 ,可 导致 其 发 病 ， 与 病毒 相似 , 摄 痒 
病 的 感染 性 粒子 是 滤 过 性 的 ,但 与 病毒 不 同 的 是 , 福 尔 马 林 处 理 不 能 完全 消除 其 传染 性 。 
它 可 被 蛋白 酶 K 灭 活 ,但 不 能 被 核酸 酶 处 理 和 UV. SUBE D ,表现 出 典型 的 重 白质 性 质 。 
在 高 度 纯化 的 感染 性 物质 中 检测 不 到 大 于 100nt 的 核酸 ,所 以 这 种 感染 性 粒子 不 是 核酸 。 
因为 目前 唯一 鉴定 的 组 分 是 蛋白 质 , 所 以 这 个 异常 的 因子 被 命名 为 肝病 毒 (prion) , 意 为 
漂白 质 样 的 感染 性 粒子 。 

它 是 一 个 28 kDa Bi zK b IHR SE G LIOS pof E E A (prion protein,PrP)。PrP 由 
宿主 细胞 核 基 因 ( 在 哺乳 动物 中 是 保守 的 ) 编 码 ,在 正常 动物 的 脑 中 也 有 表达 。 这 个 蛋白 
质 以 两 种 形式 存在 ,在 感染 性 和 PrP 蛋白 的 不 同形 式 之 间 有 紧密 的 联系 。 正 常 的 脑 组 织 
中 发 现 的 产物 是 PrP*, 它 可 以 被 蛋白 酶 完全 降解 。 而 另 一 种 PrP;PrP* 只 存在 于 被 感染 的 
脑 组 织 中 , 它 对 和 蛋白酶 的 降解 有 较 强 的 抗 性 ,只 能 被 部 分 降解 。PrPe 是 一 个 可 溶性 的 蛋 
日 质 , 而 PrP* 很 难 被 溶解 。 两 种 蛋白 质 具有 相同 的 一 级 结构 ,但 其 二 级 结构 却 十 分 不 同 ， 
PrP" 的 a 螺旋 的 含量 约 为 40% ,几乎 没有 8B 片 层 结构 ,相反 PrP* 78 E35 509685 8 HE, 
只 有 209688 “ 昕 旋 。 结 构 上 的 差异 可 能 导致 了 对 蛋白 酶 抗 性 的 不 同 。 

揪 痒 病 的 发 生 伴随 着 细胞 中 PrP: 到 PrPx 的 转化 现象 。 是 什么 导致 了 肝病 毒 疾病 
呢 , 是 PrP 的 缺失 还 是 PrP* 的 产生 ”目前 不 能 确切 知道 PvP 是 否 有 生物 学 功能 ,实验 表 
Hj PrP* 的 缺失 会 导致 神经 细胞 的 死亡 ,但 不 会 导致 经 典 的 肝病 毒 疾 病 。 那么 是 否 PrPe 
会 导致 疾病 呢 ? 实验 表明 PrP* 本 身 不 足以 产生 疾病 ,PrP* 只 有 产生 于 细胞 内 或 者 进 人 一 
个 已 经 表达 Pri 的 细胞 时 才 有 毒性 ,然后 才能 导致 疾病 的 发 生 。 缺 少 PrP 基因 的 鼠 不 
能 被 感染 并 发 病 , 证 明了 Pre" 对 疾病 的 发 生 是 必 不 可 少 的 ,所 以 推测 播 痒 病 的 发 生 是 感 
染 性 的 PrP* 与 内 源 的 Pre 共同 必用 的 结果 。 

通过 对 两 个 鼠 细 胞 株 的 观察 发 现 内 源 的 PrE 可 能 参与 了 感染 的 发 生 ; 这 两 个 细胞 株 
Pr 编码 基因 的 两 个 位 点 存在 差异 ,而 肝病 毒 对 它们 的 感染 时 间 的 长 短 是 不 同 的 。 上 肝病 
诲 感染 的 宿主 专 一 性 和 种 间 障 但 的 现象 表明 PrFe 和 PrRP 的 相互 作用 可 能 介 导 了 感染 的 
转化 。 种 各 障碍 是 指 一 种 生物 对 另 一 种 生物 产生 的 及 病毒 的 感染 有 抗 性 。 通常 小 鼠 对 仓 
马 的 肝 病 毒 有 抗 性 ,但 通过 转基因 方法 引信 了 仓鼠 的 PrP 基因 后 ,小 鼠 就 对 合 息 的 肝病 
毒 变 得 敏感 。 如 果 小 鼠 的 内 源 PrP 基因 失 活 会 导致 小 鼠 对 自身 的 肝 病 毒 产 生 抗 性 。 表 
明 在 感染 性 的 PrP* 各 内 源 的 Prr 之 间 存 在 直接 的 相互 作用 ,并 且 这 种 相互 作用 取决 于 
PP 序列 间 的 差异 。 所 以 传染 性 粒子 产生 于 内 源 的 Pre 蛋白 ,内 源 的 PrPe 可 能 是 传染 性 
的 PrP* 的 靶子 ,通过 有 感染 性 的 PrP 分 子 (PrP*) 的 活化 ,使 之 由 无 害 的 结构 转化 为 可 感 
染 的 PrP* 结 构 。 但 纯化 的 PrP* 活 性 很 低 , 并 且 在 有 些 感染 病例 中 未 发 现 有 和 恒 ENS ii 
的 物质 ,所 以 感染 性 PrP 的 结构 也 可 能 不 同 于 蛋白 酶 抗 性 的 PrPs 结 构 ， 

为 了 证 明 肝 病毒 本 身 就 具有 遗传 物质 的 特征 ,还 需 证 明 由 PrP* 到 PrPs 转 变 在 体外 
可 以 发 生 并 能 产生 具有 感染 性 的 产物 。 旦 然 目前 还 不 能 证 明 这 点 ,然而 实验 证 明了 在 体 
外 PrP* 可 以 把 PrPs 转化 为 一 种 类 似 PrP* 的 对 看 白 酶 水 解 有 抗 性 的 形式 ,同时 通过 体外 
反应 也 可 重 现 体内 转化 反应 的 种 属 专 一 性 ,甚至 细胞 株 的 专 一 性 。 

人 们 对 PrPe 转化 为 PrP* 的 机 制 提出 了 不 同 的 模式 (图 2 -2) ,其 共同 点 都 认为 ;PrP 
蛋白 的 错误 折 秋 形式 可 以 健 化 .个 天 然 PrP 分 子 转化 为 完全 不 同 的 折 普 形式 。 在 成 核 
Ra (nucleation-polymerization f zt rt :PrP* 的 生成 是 一 个 依赖 于 蝇 核 生成 的 聚合 过 程 。 
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在 事先 没有 聚集 体 存在 时 ,PrP* 与 PrP* (D RERS 
之 间 的 转化 是 可 敢 的 ,但 PrP* 没 有 PrF" e 
FARE, PrP R RGE ESPrPRGÉ RA AE4PJÉ p pm nn 
[ 
$ 


PrP^ 


Do. 
DD 


pp" 
使 之 稳定 。 感 染 缓慢 的 发 生 , 如 同 结晶 。 OGO & 
过 程 中 引 人 唱 种 并 生成 晶体 一 样 。 在 模 

板 辅助 (template-assisted) 模 式 中 ,PrPs 形 O Sue 
式 比 PcP* 稳定 ,但 由 PrP* 到 PrP* 的 转化 ,p  PrP" r Prp PrP” prp* prp” 
在 动力 学 上 是 不 利 的 。PrPe 可 以 催化 =O "1 站 ~ Oa 
PP 分 子 的 结构 的 变化 。 它 可 结合 并 稳 

定 PrP* 到 PrPs 的 中 间 体 ,通过 增加 不 稳 82-2 Pr 转化 为 Pip* 的 机 制 

定 的 中 间 体 的 数量 或 提高 中 间 体 自发 地 (URSI GPUM. (DRAMAN 
转化 为 PrP* 的 速率 ,促进 生成 更 多 稳定 

的 PrP“, 在 生物 体 中 这 两 个 模型 都 能 找到 先例 ,成 核 聚 合 模型 类 似 于 微 管 蛋 白 HRE, 
晶体 的 生成 ,镰刀 型 血红 收 白 的 形成 .病毒 衣 壳 粒 的 组 装 、 细 菌 模 所 的 聚集 等 生物 过 程 。 
模板 辅助 模型 也 有 先例 ,一 些 看 白质 都 有 动力 学 控制 的 构 型 转化 ,如 流感 血球 凝集 素 .村 
BTE. 

大 量 的 数据 表明 了 许多 可 转移 性 的 神经 疾病 中 Prp 重 白 的 中 心地 位 。 这 些 数据 表 
明 疾病 的 发 生 需 要 PrP 和 蛋白, 而且 PrP 蛋白 从 正常 的 可 游 性 的 “螺旋 构象 向 不 洲 性 的 B 
片 层 构象 的 转化 最 终 导 致 了 疾病 和 感染 。 但 大 多 数 转化 的 过 程 还 不 清楚 ,尤其 是 Pr 存 
在 时 引入 PrP* 是 否 就 可 以 导致 感染 ? 构象 变化 的 本 质 是 什么 ?这些 问 题 都 有 待 子 进 _- 
步 研究 。 

睹 病毒 假说 还 远 远 没有 证 实 。 目前 还 不 能 准确 地 鉴定 肝 病 毒 的 性 质 , PrP 起 白 的 正 
常 功 能 和 致 病 机 理 尚 不 清楚 。 有 睹 病毒 假说 基于 PrP 结构 变化 的 性 质 ,认为 不 正常 的 形式 
(PrP") 是 可 感染 的 。 但 是 尽管 感染 中 都 有 PrP* 存 在 ,但 并 不 是 所 有 的 PrP< 都 导致 感染 
的 发 生 。 

睹 病毒 假说 面临 的 最 大 困难 是 不 能 满意 地 解释 这 类 疾病 的 多 菌株 现象 。 不 同 来 源 的 
感染 性 物质 , 撕 带 特定 的 遗传 信息 ,可 以 产生 不 同 的 发 病 特征 ,如 不 同 的 感染 时 间 ,Prps 
蛋白酶 抗 性 的 不 同 。 同 一 个 宿主 可 被 多 种 感染 性 物质 感染 ,两 种 不 同 的 PrP* 株 可 以 指导 
一 种 PrP 结构 转化 为 两 个 不 同 的 构 型 ,尽管 宿主 PrP 蛋白 一 级 结构 没有 差异 。 而 间 一 个 
感染 性 物质 ,如 牛 的 海 缩 状 脑病 粒子 ,可 以 在 具有 不 同 PrP 牌 白 的 多 种 生物 中 传代 {包括 
人 和信), 即 使 经 过 多 次 传代 仍然 保持 自身 的 生物 学 特性 。 目前 没有 一 种 机 制 可 以 满意 地 解释 
一 种 PrP 蛋 自 怎样 反映 并 保持 多 种 感染 性 物质 的 生物 学 特性 。 大 们 瞄 设 存在 一 种 不 依 
束 于 宿主 的 小 的 信息 分 子 ,可 以 结合 宿主 的 PrP 蛋白 质 并 被 其 保护 ,能 够 携带 兰 株 专 一 
性 的 信息 。 人 们 推测 它 可 能 是 一 个 不 能 翻译 的 核酸 分 子 。 如 果 发 现 了 这 种 菌株 专 一 性 的 
信息 分 子 ,就 可 以 推 炙 PrP 重 白 唯 一 的 假说 。 即使 及 病毒 假说 最 终 被 证 实 , 是 否 足 以 证 
明 肝 病毒 是 一 种 遗传 物质 呢 ? PrPs 和 蛋白 诱导 的 PrPe 的 构 型 变化 能 被 看 成 是 遗传 物质 复 
制 的 一 种 形式 吗 ? 这 些 问 题 都 有 待 于 进一步 的 讨论 。 
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第 二 节 ”核酸 的 化 学 组 成 


核酸 是 以 以 昔 酸 为 基本 结构 单位 ,通过 3 S AEE (phosphodiester linkage) 形 成 的 
BEER E E, BUE Be nucleotide) h A AMH (nitrogenous base) \ 民 糖 辜 酸 构成 (图 2-3)。 
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图 2-3 mw Hem BER 
(WE; (2) 校 业 R-OH 为 核糖 R= H SIBRUESI; COS- Bop St. 


1. & SU KE 


核酸 中 的 碱 基 分 为 两 类 e Dp d REP M HEURE IE (pyrimidine) 4 — 26. Bü mi e 
(cytosine, C) ER RERE (uracil, U) WIER RENE (thymine, T) ; # MAI IBI (purine) A P2 fg 
WES (adenine, A) 8 5, AIE (guanine, G); T 5A ERR Eh BR EA gE 
其 少 的 碱 基 , 称 为 稀有 碱 基 。PDNA 和 RNA 各 有 4 种 碱 基 , 参 与 DNA 组 成 的 4 种 碱 基 是 
RRI GR ERE vr. HÁT AR REDE; 22 5j RNA 组 成 的 4 种 碱 基 是 腺 顺 输 USERS HRS 
BE RIEBE, Chargaff 等 在 50 年 代 对 各 种 生物 DNA 的 碱 基 组 成 进行 了 定量 测定 ,发现 所 
有 DNA rr E USA 5 Rig t nir Dor i6 RE Zr d EAS (A T); S, EE I 5s SL Ii Do UG RE Is t f 
(G=C)。 因 此 , 味 叭 的 总 含量 与 喀 啶 的 总 含量 相等 , 即 A+G=C+T。 这 一 规律 提示 A 
5j T,G 3 C 之 间 碱 基 互 补 的 可 能 性 ,为 DNA 双 螺 旋 结 构 模 型 的 建立 提供 了 重要 依据 LE 
为 Chargaff 15: W (Chargaff s rule) 。 
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2. 核 背 


核 车 (nucleoside) 由 成 糖 和 碱 基 缩 合 而 成 ,并 以 糖苷 键 (glucoside bond) 相 连接 。RNA 
链 中 的 成 糖 是 D -核糖 ,DNA 链 中 的 成 糖 是 D -脱氧 较 糖 。 因 此 核 苷 可 分 为 核糖 核 苷 、 脱 
ABERAT., KERFA 44 RE SERERE, MERRE EE 4 种 :脱氧 腺 
FRASE EART ERF, 


图 2-4 PNA 分 子 的 一 级 结构 


3. RFR 


核 间 的 磷酸 酯 叫做 核 苷 酸 ,分 成 核糖 核 音 酸 和 脱氧 核糖 核 益 酸 两 大 类 ,分 别 构成 
DNA 和 RNA 的 基本 结构 单位 。 所 有 的 核 苷 酸 都 可 在 其 5 位 置 连接 一 个 以 上 的 克 酸 基 
团 。 从 成 精 开 始 的 第 一 、 二 三 个 磷酸 残 基 依 次 称 为 a\B\Yo。u 和 B 及 BE 和 Y 之 间 的 键 是 高 
能 键 ,为 许多 细胞 活动 提供 能 量 来 源 。 核 苷 三 殉 酸 缩写 为 NTP, RT RRA HH NDP. 
SEG ZSEERREELRÉ GR SLUT BUE. 
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4. DNA 分 子 的 一 级 结构 


核酸 是 由 一 系列 交 蔡 存在 的 糖 和 磷酸 残 基 形 成 的 骨 架 连接 成 的 窗 保 核 医 酸 链 ( 见 图 
2 - 4)。 一 个 成 精 环 的 位 置 通过 3 ,5 BERG 858 5 00 — T ILE SRI 3 位 置 相连 ART 
BAIT ROLE. EXE WHERE B IE S RREA; mia H i 
苷 酸 具 有 自由 的 3 兰 基 基 团 。 传 统 上 按照 3$ 到 3 的 方向 书写 核酸 顺序 , 即 左边 为 $ 末 
端 ,右边 为 3 末端。 

DNA 是 由 大 量 的 4 种 脱氧 核糖 核 背 酸 通 过 3 ,5 -磷酸 二 酯 键 连接 起 来 的 直线 或 环 
EERIE. Pri DNA 的 一 级 结构 就 是 指 DNA 分 子 中 的 核 背 酸 排 列 顺 序 。 生 物 的 中 和 苇 
信息 通过 核 音 屋 不 同 的 排列 顺序 储存 在 DNA 分 上 中 ,生物 界 物种 的 多 样 性 即 寅 子 DNA 
分 子 4 种 核 音 酸 千变万化 的 序列 排列 之 中 。 


第 三 节 DNA 的 二 级 结构 (5-8 
一 、DNA 双 螺 旋 模 型 的 提出 


1953 ^E, Watson 和 Crick 两 人 提出 了 DNA 双 螺 旋 模 型 {fdouble helix model) (Ed 2 - 
D ,这 个 模型 不 仅 解释 了 当时 所 知道 的 DNA 的 -一切 理化 性 质 ,还 将 结构 和 功能 联系 起 
来 ,大 大 地 推动 了 分 子 生物 学 的 发 展 ,具有 划时代 的 
意义 。 当 时 提出 DNA XO MESE Mg gi S Z 
方面 ; 
1) 利用 X 射线 衍射 方法 研究 DNA 纤维 的 结 
构 ,表明 DNA 分 子 可 能 具有 规则 的 螺旋 结 
Hj, 8k 3.4nm 形成 - P8], EAA 2nm. 因为 
AXES EE BÉ Ze [B] BG EE RE 0. 34nm, 所 以 
每 图 有 107 BERE, 
2) Chargaff 等 发 现 的 DNA PRERE AT, 
G=C 的 定律 。 
3) DNA 的 密度 表明 螺旋 由 两 条 多 聚 核 苷 酸 链 
组 成 。 螺 旋 的 直径 恒定 , 故 每 条 链 上 的 碱 基 
只 能 朝向 螺旋 内 部 , 呆 蛤 总 与 罚 啶 相对 。 根 
Ak 4 种 碱 基 的 物化 数据 , 碱 基 分 成 大 小 两 
种 , 味 叭 比 旷 院 大 些 , 若 AT 配对 或 G-C 配 
对 ,所 形成 的 碱 基 对 的 几何 大 小 接近 ; 同时 
从 味 叭 和 喀 啶 的 氨基 和 酮 基 的 键 长 和 键 角 
KA-T BM GC 间 能 形成 合适 的 氧 键 。 
根据 Watson 和 Crick 所 提出 的 模型 ,DNA XX 
螺 谢 结构 具 在 以 下 特征 ， 
827 DNA PISRURUERUS 《1) 主 链 ”脱氧 核糖 和 磷酸 基 通过 3 ,5 BERE 
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二 酷 键 连 丘 形 成 螺旋 链 的 骨架 。 两 条 主 链 以 反 平 行 的 方式 图 绕 同 一 中 心 轴 相 互 缠绕 ,组 
成 双 螺 旋 。 两 条 链 均 为 右手 螺旋 。 磷 本 与 核糖 主 链 处 于 螺旋 的 外 便 , 在 斐 酸 基 团 上 带 有 
负电 荷 。 碱 基 处 于 螺旋 的 内 侧 。 核 糖 平 面 与 螺旋 轴 平 行 。 

(2) 碱 基 配 对 ”两 条 核 音 酸 链 依 靠 彼此 碱 1 Çh 
基 之 问 形成 的 氢 链 相连 结合 在 一 起 , 面 且 必 须 是。 AAP y y 
EREHE. [E A 和 C,G 和 全 之 间 不 能 形 | 
成 适合 的 氨 键 ,只 有 入 和 T,C 和 G 配对 才能 保 un gear 
WOLRUERHE SUR AEAEO, Jt A 与 工 配对 , 形 Mee | "Qa c 
成 两 个 所 键 ;G 与 C 互补 配对 ERITAR, 


以 GC 之 间 的 连接 较为 稳定 。 上 述 碱 基 之 间 的 配 nH me 
XPNUMEORRRXECE AR ORE 2-6), MUERE Cy Aes 

则 具有 极 重要 的 生物 学 意义 ,DNA 复制 ,转录 、 反 ok] 

转录 的 分 子 基 础 都 是 碱 基 互补 。 碱 基 配对 的 概念 Ho actes 用 Pee e^ 

是 核酸 参与 的 所 有 过 程 的 中 心 , 碱 基 对 的 破坏 是 ENSE 
NUR VE) T 3:438 20 BE RU JE BERE TE TURAE Y 

的 能 力 是 单 链 核酸 发 挥 功能 所 必 不 可 少 的 。 H fi SCC 


GA dE MEREEN £A M 5 HB E 
HEE, AAAA DU (SDRHEBBUESEE HUQàit — (582-9 DNA 分 子 中 的 AT.G-C 碱 基 配 对 
HEIREE RUN 0. Sánm, 两 个 相 邻 碱 基 对 之 间 绕 螺旋 轴 旋 转 的 夹 角 为 367, PL DUM etin 
的 任意 一 条 链 绕 轴 一 周 的 距离 螺 工 为 3.4nm, 其 中 含 10nt。 双 螺旋 的 平均 直径 为 2nm 

(4) 大 沟 和 小 沟 配对 的 碱 基 并 不 充满 双 螺 旋 空间 , 旦 碱 基 对 占据 的 空间 不 对 称 。 
沿 螺 旋 轴 方向 观察 , 双 螺 旋 的 表面 形成 两 条 沟 , 一 条 宽 (2. 2nmj, 叫 大 淘 {wide groove) ,一 
ACE CL. 2nm) , 叫 小 沟 (narrow groove)。 大 沟 中 碱 基 的 差异 很 易 被 识别 ,是 蛋白 质 结合 特 
异 DNA 序列 的 位 点 ,对 于 蛋白 质 识别 DNA 双 螺 旋 结 构 上 的 特异 信息 非常 重要 。 


二 、 维持 DNA 双 螺 旋 的 力 


DNA 双 螺 旋 结 构 在 生理 状态 下 是 很 稳定 的 。 维持 这 种 稳定 性 的 主要 因素 有 以 下 几 
Lr 

EDER 3 双 螺 旋 中 互补 碱 基 对 之 间 存 在 氨 键 (hydrogen bond) , G C 对 之 间 有 三 
条 氧 键 ,AT 对 之 间 有 两 条 氢 键 。 由 于 G.C 对 比 ALT 对 更 稳定 ,DNA 双 螺 旋 结 构 的 稳 
定性 与 与 G+C 的 百 分 含 量 成 正比 。 

(2) 8E. 3 d 7; ERU Ej RE Bg ES pL UK TE, 41) f ODE £M SII X BB SE 
对 的 堆积 ,使 双 螺 旋 结 构 内 部 形成 一 个 强大 的 朴 水 区 ,与 介质 的 水 分 子 隔 开 。 

(3) 其 他 作用 因素 ”大 量 存在 于 DNA 分 子 中 的 其 他 弱 键 在 维持 双 螺 旋 结 构 的 稳 
定 上 也 起 一 定 作用 磁 酸 基 团 上 的 负 电荷 与 介质 中 的 阳离子 之 间 组 成 的 离子 键 ,可 以 有 效 
地 屏蔽 硫酸 基 之 间 的 静电 斥 力 ,在 体内 的 天 然 状 态 下 , 带 正 电荷 的 一 白质 可 以 中 和 负电 
荷 ; 范 德 瓦 耳 斯 力 (van der Waals force) BL Bi RH, Dora 了 碱 基 之 间 的 朴 水 相互 作用 。 

基因 组 的 大 多 数 DNA URRE B 型 DNA 的 形式 存在 ,但 不 能 把 DNA 视 为 具有 
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完全 不 变 的 双 蜡 旋 结 构 的 碱 基 对 序列 。 双 螺旋 结构 是 可 上 谈 的 ， 结构 变化 的 能 力 是 DNA 
发 挥 功能 的 关键 ,变化 的 范围 从 B 型 双 模 旋 参 数 的 微小 改变 到 双 螺 旋 的 分 开 而 形成 单 链 


核酸 。 
三 、 双 螺旋 结构 的 基本 形式 


Watson 和 Crick 所 用 的 资料 来 自 相 对 湿度 为 92:96 EFE fS SIL BS DNA 钠 盐 纤维 。 这 种 
DNA 称 为 了 型 DNA。 很 早 人 们 就 知道 DNA 8I EL bL RUE SS DOUBLE t FG AE TE , M A, 
B.C 等 构象 。 这 些 结构 都 是 右手 螺旋 , 当 溶 滚 环 境 发 生 适 当 的 改变 时 ,这 些 构象 之 间 可 以 
发 和 后 相互 转化 。 而 且 在 每 种 构象 察 族 中 ,参数 会 有 轻微 的 变化 。Z 构象 是 一 种 完全 不 同 
的 左手 螺旋 结构 ( 见 图 2 -7)。 


at 
-9 


mer. 
BEST 


ce 


B-DNA A-DNA Z-DNA 


2-7 ABZ DNA 
1. A-DNA 的 结构 


相对 湿度 为 75% 以 下 获得 的 DNA 纤维 具有 不 同 于 B-DNA 的 结构 特点 , 称 为 A- 
DNA, DNA-RNA 杂交 分 子 ,RNA-RNA 双 链 结构 均 采 取 A 构象 ， ADNA 也 是 由 反 平 行 
的 两 条 多 核 苔 酸 链 组 成 的 右手 双 股 蜡 旋 。 伯 是 螺旋 体 较 宽 而 短 。 每 图 螺旋 11 个 碱 基 对 ， 
螺旋 招 角 为 33"; 每 个 碱 基 对 的 螺旋 升值 为 0.26nmi REA 13 , 碱 基 平面 不 再 与 螺旋 
轴 牌 家 ,螺旋 轴 位 于 大 海中 :小 沟 宽 而 浅 , 大 沟 很 深 , 且 酬 酸 基 奢 覆盖 其 上 ,使 其 很 难 进 入。 
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2.B-DNA 的 结构 


生物 体内 和 天然 状态 的 DNA 几乎 都 以 BDNA 存在 。 自 其 其 发 现时 起 ,描述 B 型 双 螺 
旋 的 一 些 参数 已 进行 了 调整 。 目 前 认为 ,每 圈 螺 旋 的 平均 碱 基 对 数目 为 10.4 而 不 是 经 典 
了 型 模型 的 每 图 10 个 。 邻 近 碱 基 对 的 螺旋 扭 角 也 改变 为 34.6"。 

这 些 数 据 是 平均 值 ,在 DNA 分 子 特殊 的 区 域 , 如 特殊 的 碱 基 序列 和 处 于 特殊 环境 的 
序列 中 这 些 数据 可 能 会 不 同 。 因 此 我 们 取 每 图 为 10.4 代表 B 型 DNA 在 生理 状态 下 的 
平均 值 。 在 B 型 结构 家 族 中 ,一 段 特殊 的 序列 的 参数 值 可 能 接近 但 并 不 一 定 完全 等 于 平 
均值 ,其 变化 范围 是 10.0 到 10.6。 


3.7-DNA 的 结构 


在 已 观察 到 的 具有 Watson-Crick 碱 基 对 的 DNA 双 螺 旋 中 ,Z-DNA 具有 某 些 不 同 的 
结构 。A. Rich 等 用 六 射线 本 射 法 分 析 人 工 合成 的 DNA 小 片段 的 晶体 时 ,出 平 意料 地 发 
现 ,d(CGCGCG) 是 左旋 的 双 螺 旋 。 在 这 种 双 螺 旋 中 两 条 六 核 苷 酸 分 子 链 以 反 平 行 方向 排 
Jlo Æ d(CGOGCG) REL, BERE EORIEEE SR SZ 字形 走向 。 所 以 称 为 Z-DNA, Z-DNA 并 
不 只 限于 GC 相间 的 DNA NE rb , TE XUR E d EC REB, FUE EDDIE RE ORE HE 
列 ,在 一 定 的 条 件 下 (如 高 盐 浓 度 ) ,都 有 可 能 出 现 Z 构 象 。 对 Z-DNA 抗体 的 研究 发 现 , 天 
然 DNA 中 的 部 分 区 域 可 以 与 Z-DNA 的 抗体 结合 ,因此 左手 螺旋 DNA 可 能 存在 于 天 然 
DNA 的 特殊 区 域 中 。 在 B-DNA 向 Z-DNA 的 转变 过 程 中 , 鸟 味 险 绕 糖 苷 键 旋转 180°, 时 
致 核 苷 酸 成 顺 式 构象 。 而 C 核 背 胞 吵 啶 和 核糖 整个 旋转 ,使 C 核 背 保持 反 式 构象 。 这 种 
后 和 的 不 同 构象 引起 了 磷酸 核糖 骨架 的 锯齿 形 走向 。 

Z-DNA 为 左手 双 螺 旋 ; 每 加 螺旋 12 个 碱 基 对 ,螺旋 担 角 为 -5ST(G-C) 和 -gfCG); 
WE 4.6nm, 每 个 碱 基 对 的 螺旋 上 升值 为 0.3$nm(G-C) 和 10.41nmfCG) VR 3E f 9° , 碱 
基 平 面 不 再 与 螺旋 轴 牌 直 ; 螺 旋 轴 位 于 小 沟 中 ,大 沟 已 不 存在 ,小 沟 窄 而 深 ,并 具有 更 多 的 
负电 蓓 密度 。 表 2- 1 归纳 了 A.B 和 Z 型 DNA 螺旋 的 结构 参数 


X2-1 AB ZDNA 的 比较 


BDNA A-DNA Z.DNA 

SN bp 数 10.4 | 11 m 12 

每 bp 转角 ( 度 ) 34.6 32.7 -30.0 

$$ bp EAER (nm) 0.34 0.26 - 0.38 

MUEBLES (nm) 1.9 2.3 1.8 
四 、 变 性 和 得 性 


1 .变性 


前 文 提 到 维持 双 螺旋 的 力 由 氢 链 和 碱 基 的 防水 相互 作用 提供 ,因此 凡是 疏 坏 氢 键 和 
05] 


朴 水 作用 的 因素 都 能 导致 双 螺 旋 的 破坏 ,如 加 热 . 报 端的 pH. 有 机 溶剂 . 低 盐 浓 度 等 。 
DNA 双 螺 旋 区 的 氢 键 断裂 ,使 双 蛙 旋 的 旧 条 链 完 全 分 开 变 成 单 链 , 链 分 离 的 过 程 叫做 变 
FE (denaturation) 8248 f£ (melting) o 
当 将 DNA 的 稀 盐 溶液 抑 热 到 80— 1000 时 , 双 螺 旋 的 结构 即 发 生 解 体 , 两 条 链 分 开 ， 
形成 无 规则 线 团 ，DNA 变性 的 特点 是 爆发 式 的 ,变性 作用 发 生 在 -- 个 很 窗 的 温度 范围 
内 ,并 导致 -系列 的 理化 性 质 发 生 剧 烈 变 化 ,如 溶 渡 的 黏度 降低 ,沉降 回 度 加 大 ,浮力 密度 
EF .紫外 吸收 值 升 高 。 我 们 可 利用 这 些 性 质 跟 踪 DNA 的 变性 过 程 ,其 中 最 有 用 的 变化 
基 洲 液 光 密度 值 的 增加 ,这 叫做 增色 效应 (hyperchromie effect), 这 是 由 于 双 链 变性 后 碱 
基 的 充分 暴露 增加 了 在 紫外 区 的 光 吸 收 。 
通常 把 DNA 的 双 螺 旋 结 构 失 去 一 半 时 的 温 
度 称 为 该 DNA 的 熔点 或 熔 解 温度 ,用 Ta 表示 。 
在 适宜 的 生理 条 件 下 ,DNA 的 T, (B — M TE 85— 
95 忆 之 间 ,所 以 在 细胞 状态 下 , 双 螺 旋 DNA 是 稳 
定 的 结构 。 但 当 DNA E bl X SR SEE LOUER e 
必须 被 分 开 。 链 分 离 是 暂时 的 ,在 任意 时 刻 基 因 
组 中 只 有 很 少 的 一 部 分 区 域 曙 单 链 状态 。 从 双 螺 
旋 DNA 的 生物 学 功能 1 看, 它 的 中 心 特性 是 能 
够 不 断裂 共 价 键 而 分 离 汉 链 , 这 使 之 能 够 以 很 高 
的 速度 在 生理 条 件 下 进行 链 分 高 和 重建 ,以 维持 
其 基本 功能。 
如 图 2-8 所 示 , 我 们 可 用 光 吸 收 值 的 变化 表 
[2-8 DNA WAA HR 示 DNA E FEE HR Z (melting curve) HAREA 
现 为 相同 的 形状 ,但 在 温度 坐标 上 的 绝对 位 置 
(ThA DNA 的 碱 基 组 成 和 变性 环境 的 影响 。 


2. 影 响 DNA T, 值 大 小 的 有 关 因 素 


(DDNA 的 均一 性 均一 性 越 高 的 样品 HERE HER BE IRAE YE RUNE S 
FE Pj, 

(2)G-C 的 含量 GC ARBA., T, 值 越 高 ,成 正比 关系 。 这 是 因为 GC HE AT 
贼 基 对 更 稳定 的 纱 放 。 所 以 测定 T. 值 可 推算 出 GC 的 含量 。 其 经 验 公式 为 (GC)% 
=(T,—69.3)x2.,44, 

(3) 介 质 中 的 离子 强度 一 般 说 离子 强度 较 低 的 介质 中 ,DNA 的 培 解 温度 较 低 , 熔 
和 解 温 度 的 范围 也 较 窗 。 而 在 较 高 的 离子 强度 的 介质 中 ,情况 则 相反 。 所 以 DNA 制品 应 
保存 在 较 高 请 度 的 缓冲 液 中 或 洲 液 中 , 常 在 D mmol/L. NaC 中 保存 。 


3. 复 性 更 杂交 


260nm HHA EMI 


温度 区 


变性 DNA 在 适当 条 件 下 ,两 条 彼此 分 开 的 链 又 可 重新 缔 合 成 为 双 螺 旋 结 构 , 这 个 过 
PEM fk H HE ( renaturation) a 复 性 依赖 于 两 条 互补 链 之 闻 专 -性 的 碱 基 配 对 。 复 性 反应 经 
过 两 个 阶段 ,首先 在 溶液 中 DNA 的 单 链 以 随机 发 生 相 过 ,如 果 它 们 的 序列 可 以 互补 ,两 
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条 链 就 通过 碱 基 配 对 形成 一 个 短 的 双 螺 旋 区 域 ; 然 后 这 个 碱 基 配 对 的 区 域 延 伸 至 整个 分 
子 , 形 成 一 个 长 的 双 螺 旋 分 子 。DNA 复 性 后 ,许多 进化 性 质 又 得 到 恢复 。 

复 性 是 指 变性 分 离 的 两 个 互补 序列 之 闻 的 反应 ,其 实 不 同 来 源 的 两 个 互补 核酸 序列 
也 能 通过 相互 退火 形成 双 螺 旋 结构 ,例如 一 条 链 来 源 于 DNA, 而 另 一 条 链 来 源 于 RNA, 
通常 把 这 样 的 反应 称 为 杂交 (hybridization)。 因 为 只 有 互补 序列 间 能 形成 双 螺 旋 结 构 ,所 
以 两 种 核酸 之 间 杂 交 的 能 力 可 以 准 栅 反映 它们 之 间 的 互补 程度 。 核 酸 的 杂交 在 分 子 生 物 
党 和 分 子 遗 传 学 的 研究 中 占有 十 分 重要 的 地 位 。 杂 交 反 应 的 原理 是 使 两 种 核酸 分 子 相互 
混合 并 测定 形成 的 双 链 分 子 的 数量 。 杂 交 反 应 通常 有 两 种 形式 , 液 相 杂交 和 滤 膜 杂交 。 
两 种 并 不 完全 互补 的 序列 也 能 杂交 ,如 果 两 个 序列 十 分 相似 但 不 相同 ,它们 可 形成 不 完整 
的 双 螺 旋 , 在 不 能 互补 的 位 置 碱 基 配 对 会 发 生 中 断 。 

很 多 因素 影响 复 性 的 速度 :中 简单 序列 DNA 分 子 , 彼 此 发 现 互补 序列 并 不 困难 , 因 
此 复 性 很 快 。 而 复杂 序列 的 DNA 在 与 其 互补 链 碰 擅 之 前 ,必然 会 遇 到 很 多 非 互补 链 。 
因此 在 同样 条 件 下 ,序列 复杂 的 DNA 比 序列 简单 的 DNA 复 性 所 需 的 时 间 村 长。 图 同一 
种 DNA 浪 度 高 时 ,互补 序列 碰撞 的 机 会 增加 , 复 性 速度 也 快 。@DNA 片段 的 大 小 也 影响 
复 性 的 速度 ,因为 大 片段 的 扩散 速度 提 , 减 少 了 发 现 互 补 序列 的 机 会 ,因此 在 复 性 实验 中 ， 
往往 把 DNA 链 剪 切 成 一 定 大 小 的 片段 。 国 温度 也 影响 复 人 性 的 速度 ,低温 减少 了 互补 链 
碰撞 的 机 会 ,而且 已 经 误 配 的 片段 解 开 以 寻找 正确 的 互补 链 在 低温 下 也 很 困难 。 因 此 揽 
性 温度 不 能 过 低 , 一 般 比 熔点 做 25 亿 左右 是 最 佳 温 度 。 回 溶 被 的 离子 强度 也 影响 复 性 束 
度 ,两 个 带 同 样 电荷 的 DNA 会 互相 排斥 ,因此 在 复 性 溶液 中 必须 有 一 定 浓度 的 盐 。 


第 四 节 ”二 级 结构 的 其 他 形式 [9-11] 
一 、 单 链 核酸 形成 的 二 级 结构 


尽管 DNA 通常 以 双 螺 旋 形 式 存在 ,但 一 些 病毒 的 基因 组 却 是 由 单 链 DNA 组 成 的 ， 
在 细胞 中 还 有 很 多 其 他 形式 的 核酸 ,RNA 经 常 以 单 链 形式 存在 。 单 链 核酸 也 可 能 产生 双 
螺旋 区 域 。 如 果 单 链 分 子 中 的 一 些 序列 可 以 与 另 一 些 进 行 碱 基 配 对 ,就 可 产生 单 链 分 子 
内 的 双 螺 旋 区 域 。 而 且 一 个 单 链 分 子 可 凡 与 另 一 个 独立 的 互补 单 链 分 子 碱 基 配对 而 形成 
一 个 分 子 间 的 双 螺 旋 。 互 补 单 链 之 间 的 碱 基 配 对 并 不 仅 局 限于 DNA-DNA ak RNA-RNA 
的 相互 作用 ,也 可 能 发 生 于 DNA 和 RNA 分 子 之 间 。 

因为 RNA 是 主要 的 单 链 核酸 ,所 以 通 带 用 RNA 来 考察 单 链 核酸 形成 的 双 螺 旋 区 
域 ,所 使 用 的 方法 也 同样 适用 于 单 链 DNA。RNA 的 一 级 结构 与 DNA -APEH S-F 
琅 糖 磷酸 键 连接 的 多 票 核 并 酸 。 由 于 是 单 链 核酸 ,RNA 分 子 在 空间 中 的 折合 采取 随机 方 
式 , 但 分 子 中 存在 部 分 序列 之 间 的 碱 基 配 对 能 使 一 个 区 域 和 另 一 个 区 域 保持 固定 的 位 置 。 

当 同 一 个 RNA 分 子 的 一 段 焉 基 序列 附近 紧 接着 一 段 它 的 互补 序列 时 ,核酸 链 有 可 
能 自身 回 折 配对 产生 一 个 反 平 行 的 双 螺 旋 结 构 ， M CAS (hairpin). 28 3e 8 d ni cs 
FE) BE T AM Be SE PADRE DC URS NAI BOXEO RE EL 当 互 补 序列 在 分 子 中 工 离 相对 较 
远 时 ,它们 接近 并 形成 双 链 区 域 时 将 产生 一 个 很 长 的 单 链 环 。 

目前 无 法 准确 预测 特定 单 链 核酸 序列 形成 的 二 级 结构 ， 由 核酸 分 子 的 物理 性 质 可 推 
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断 分 子 碱 基 配 对 的 整体 情况 ,位 不 能 表明 是 哪个 具体 的 区 域 参与 配对 。 核 酸 分 子 的 单 链 
和 双 链 区 域 对 一 些 核酸 酶 有 不 同 的 敏感 性 ,因此 我 们 能 够 分 析 区 别 哪些 特殊 的 区 域 参与 
了 碱 基 配 对 ,但 通常 这 些 技术 只 适用 于 相对 短 的 分 子 。 
因为 在 一 个 单 链 分 子 中 可 能 有 很 多 区 域 可 以 与 一 个 特定 区 域 发 生 互 补 配对 ,所 以 为 了 
预测 在 一 个 单 链 核酸 序列 中 到 底 会 出 现 何 种 二 级 结构 ,必须 确定 实际 发 生 配对 的 可 能 。 当 
存在 多 种 可 能 的 结构 时 ,人 们 利用 一 些 方法 来 预测 这 些 结构 之 间 相 对 的 稳定 性 。 当 然 这 些 
方法 把 RNA 视 为 独立 存在 的 结构 ,而 忽 咯 了 其 他 因子 (如 结合 蛋白 ) 对 核酸 结构 的 影响 。 
这 些 方法 的 基础 是 计算 形成 每 种 结构 的 自由 能 变化 , 碱 基 配 对 结构 的 形成 是 释放 能 
量 的 过 程 ,结构 的 稳定 性 是 由 所 释放 能 量 的 多 少 决定 的 。 因 此 当 两 个 结构 产生 的 自由 能 
不 同时 ,具有 较 低 自由 能 的 结构 更 可 能 形成 。 
形成 一 个 双 链 结构 总 的 自由 能 与 下 列 因素 有 关 : 
1) 起 始 双 螺旋 的 自由 能 ,用 来 产生 第 一 个 碱 基 配 对 , 它 是 一 个 正 值 (14.2kJ/inol) , 表 
明 这 是 一 个 耗 能 过 程 ; 

2) 碱 基 互 补 配对 所 释放 的 自由 能 的 总 和 ,是 一 个 负 值 ; 

3) 形成 双 螺旋 的 序列 有 时 不 能 完全 互补 配对 ,保持 这 种 不 配对 的 碱 基 状 态 需要 能 
量 , 它 的 总 和 是 一 个 正 值 。 

总 的 自由 能 是 三 种 能 量 的 相 加 ,为 了 形成 一 个 双 螺 旋 反 应 的 总 能 量 必 须 是 一 个 负 值 ， 
即 碱 基 配对 反应 释放 的 能 量 总 和 必须 明显 超过 起 始 双 螺 旋 及 克服 不 配对 的 区 域 需要 的 能 
量 总 和 。 

为 了 计算 形成 一 个 碱 基 对 释放 的 能 量 ,我 们 必须 考虑 碱 基 对 内 部 的 作用 及 相 邻 碱 基 
对 的 影响 。G : C 之 同 的 碱 基 对 具有 三 个 氢 键 , 比 具有 两 个 氢 键 的 A:U 配对 更 稳定 ; 碱 
基 对 间 堆 积 的 自由 能 取决 子 相 邻 的 含 氮 碱 基 的 组 成 ,所 以 每 个 相 邻 二 核 苷 酸 对 组 合 的 自 
由 能 是 不 同 的 。 因 此 每 个 反应 释放 的 自由 能 的 精确 数值 取 次 于 各 磊 基 对 的 综合 作用 ,这 
意味 着 对 每 个 可 能 的 二 核 萌 龄 对 的 自由 能 值 受 碱 基 组 成 和 碱 基 排 列 的 双重 影响 。 形 成 双 
螺旋 区 域 的 自由 能 是 每 个 相 邻 的 碱 基 对 组 成 的 二 核 苷 酸 对 的 自由 能 的 和 。 


31-2 HERFRA A bhem) 


在 RNA 中 还 可 形成 另 一 种 不 规则 的 碱 基 对 GU 配对 ,而 在 单 链 DNA 中 的 双 链 区 
域 也 能 形成 G' 工 配对 。G.U 配 对 的 自由 能 变化 的 ,具体 数值 取决 于 相 邻 的 碱 基 对 ( 表 2 - 
2)。 与 具有 完整 的 双 螺 旋 结 构 的 双 链 DNA, 不 同 , RNA 中 的 双 链 区 域 通常 由 两 个 不 完全 
互补 的 单 链 序列 形成 , 双 螺 旋 区 域 完整 性 的 中 断 表现 为 下 列 形式 ;中 当 双 嵌 施 由 邻近 的 互 
补 序列 回 折 配 对 形成 时 ,在 双 螺 旋 区 域 的 末端 产生 发 夹 环 (hairpin loop) & 3 ; C) tk v] Se 89 
互补 区 域内 具有 不 能 碱 基 配 对 的 相应 区 域 时 将 产生 内 部 环 (interior loop) ; CD 34 Bj 4A a7 BE 
的 互补 序列 中 的 一 个 包含 一 段 不 配对 的 多 余 序 列 时 产生 凸 环 (bulge loop)。 
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所 有 这 些 不 配对 的 区 域 都 阻 三 双 棍 旋 的 形成 ,为 了 使 这 些 区 域 保 持 特殊 的 结构 必须 
提供 能 量 ,这 将 抵 销 碱 基 配对 和 堆积 释放 的 自由 能 ,所 以 在 自由 能 的 计算 时 必须 考虑 它们 
的 影响 。 


二 、 反 向 重复 与 二 级 结构 


前 文 讲 到 , 当 一 个 单 链 核 酸 包含 两 段 互 补 序列 时 ,能 通过 碱 基 配对 形成 发 夹 结构 。 双 
E DNA 中 也 有 与 之 相对 应 的 结构 , 它 由 以 相反 方向 排列 的 完全 相同 的 序列 组 成 ,这 种 结 
Y ni] fir i 38 82 (inverted repeat)。 

BIS ERE rp 9 Re] Rm SC EP (palindrome), E] XU PL EREE DNA 中 的 一 段 
序列 ,如 果 按 确定 的 方向 读 双 链 中 的 每 一 条 链 的 序列 都 是 相同 的 。 序 列 3GGTACC3 就 是 回 
文 结构 ,因为 每 条 链 从 5 一 3 方向 读 的 顺序 ,都 是 GGTACC。 

回 文 序列 是 二 元 对 称 结构 ,对 称 轴 把 反 向 重复 分 开 。 在 对 称 轴 的 每 伍 都 有 以 相反 方 
向 存在 的 相同 序列 GGT7CCA。 反 向 重复 的 两 个 拷贝 不 一 定 完全 相同 ,下 面 的 一 种 情况 
也 是 反 向 重复 ;ccaNNTGG。 反 向 重复 可 形成 单 链 或 双 链 形式 的 二 级 结构 。 

ERE DNA 中 ,如 果 两 条 互补 链 分 开 , 每 条 链 上 的 互补 序列 都 有 机 会 发 生 碱 大 配对 
而 形成 一 个 发 夹 。 两 个 相对 的 发 夹 结构 形成 了 一 个 十 字形 结构 (cruciforn) ,对 应 于 4 个 
双 馈 旋 区 域 的 交叉 点 。 原 来 的 双 螺 旋 位 于 十 字形 结构 的 两 侧 , 单 链 形成 突出 的 发 夹 。 

对 于 在 体内 是 否 能 形成 十 字 结 构 是 有 争议 的 。 双 链 DNA 似乎 不 会 放弃 连续 的 双 螺 
旋 结 构 面 自发 地 产生 一 个 突出 的 发 来 。 双 链 分 开 需 要 较 多 的 能 量 (209.3kJ /moD ,而 卫 
在 形成 十 字 结 构 时 不 能 重新 获得 全 部 损失 的 能 量 ,所 以 十 字 结 构 与 连续 的 双 螺旋 结构 相 
比较 不 稳定 (全 G= 75.4kJ/imol)。 但 在 体外 适宜 的 条 件 下 可 以 形成 十 字 结构 (图 2-9), 


: 
: 
"A" 


PE Prose). f: 


ENNNGGACCTTCNNN —— NNM 


72-9 回 文 结构 转化 为 发 表 结 构 及 十 字形 结构 


B6l* 


Z., DNA 四 链 结构 


EEH DNA 结构 还 有 四 链 结 构 (tetrasomy strucure) ,在 此 结 攀 中 基本 结构 单元 
是 岛 叶 蛤 四 联 体 (G-quartet)。 人 们 早 就 观察 到 各 种 鸟 苷 酸 在 一 定 条 件 下 形成 凝 胶 的 现 
象 ,其 原因 就 是 马 叶 崔 之 问 的 特异 相互 作用 导致 G- 四 联 体 的 形成 。 在 G -四 联 体 结构 
中 ,4 个 G 有 序 地 排列 在 … 个 正方 形 和 片 晨 中 , 相 邻 碱 基 之 交 以 非 正常 的 G-G 氢 键 相连 , 形 
成 首尾 相 接 的 环形 结构 。 其 中 每 个 岛 呆 岭 碱 基 都 是 氨 键 的 供 体 和 受 体 。 片 居中 央 是 由 电 
负 性 的 所 基 氧 形成 的 口袋 ,可 以 容纳 -- 价 阳离子 ,并 与 之 相互 作用 。 

后 来 ,研究 人 员 利 用 X STER £T HE Q1 BEER RULERS ARR RERE DNA 结 
构 , 其 基本 结构 单元 就 是 G- 四 联 体 。 整 个 西 链 结构 可 看 成 由 多 个 G -四 联 体 片 层 以 螺旋 
方式 堆积 而 成 ( 见 图 2-10)。 其 中 每 一 片 层 包 会 4 TARGA, DIEA ARSH 
链 。 在 此 结构 中 螺旋 扭 角 为 30' ,每 个 片 层 沿 螺旋 上 开 0.34nm。G 的 糖苷 链 为 反 式 构象 。 
磷酸 骨架 均 采 取 平 行 的 5 - 3 排列 方式 。 


iH 2-10 SERE PUB P513 6 HER. DNA 四 螺旋 结构 
CU UBER PUR BUR A, d AERE CRAS HEP dg I WERDE GE 
ROUCHERUR IE, TS RE oE —ÓE EB T 102) 8 
四 联 体 的 堆积 形成 了 DNA 四 螺旋 结构 。 


从 poly-G 结构 可 以 看 出 ,串联 重复 的 乌 苷 酸 是 形成 四 链 DNA KVER RBE 

物 染 色 体 的 端 粒 DNA 中 ,有 许多 富 舍 鸟 嘎 叭 的 串联 重复 (tandem repeat) EA, MRE h 

的 端 粒 序列 为 4TTTTGGGG); ,四 膜 虫 为 dTTGGGG), ,人 类 为 d(TTAGGG), ,这 些 重 

复 序列 可 以 写成 通 式 dU Ti .3-(T/AA)-Gs4], ,这些 富 含 G 的 序列 总 是 位 于 端 粒 的 3' 来 

端 ,相应 的 互补 5° 未 凯 则 富 合 C。 因 此 端 粒 在 一 定 条 件 下 有 可 能 采取 与 poly G 类 似 的 ,以 
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各 -四 联 体 为 基本 单位 的 四 链 DNA 结构 。 实 验 表明 ,G -四 联 体 的 多 种 特征 ,在 端 粒 DNA 
结构 中 也 可 以 观察 到 。 

1) 在 非 变性 电泳 中 , 端 粒 DNA 序列 表现 出 很 高 的 湾 动 性 ,暗示 其 含有 紧密 压缩 的 结 

LP 

2) 与 G- 四 联 体 一 样 SURE DNA 特殊 结构 的 形成 需要 一 价 阳离子 的 存在 。 

3) 在 一 定 条 件 下 , 端 粕 DNA 表现 出 与 G- 四 联 体 相同 的 对 单 链 核 酸 酶 水 解 的 抗 性 。 

4) E REJEIS CNMR) X -射线 衍射 技术 表明 在 其 结构 中 存在 G-G 毛 键 交 联 。 

因此 , 端 粒 DNA 可 以 形成 以 G -四 联 体 为 基本 单位 的 四 链 核 酸 结构 。 与 poly GA 
比 , 端 粒 DNA 还 表现 出 一 些 新 的 特征 。 在 端 粒 DNA 形成 四 链 结构 的 过 程 中 ,由 于 串联 
重复 的 G 相互 配对 形成 G - VIE (59x DNA 链 回 折 , 含 A 拭 序列 的 部 位 产生 环 状 铺 
构 ,分 布 在 G -四 联 体 堆积 的 上 下 两 端 。 由 于 回 折 ,4 条 链 的 磷酸 骨架 会 出 现 反 平行 的 5 
3 方向 排列 。 从 而 产生 反常 的 顺 式 鸟 味 险 糖苷 键 。 这 种 构 型 ,也 存在 于 Z-DNA 中 。 不 同 
的 磷酸 骨架 方向 , 顺 - 反 榕 昔 键 在 G -四 联 体 中 的 分 布 ,以 及 环 的 连接 方式 ,将 导致 多 种 结 
构 异 构 体 的 产生 (图 2- 11). 


图 2-1 SEM EE PESE e ER 
(1)(UGGGGU), 形成 的 结构 ,由 4 条 链 构成 ; (2)4(GGTTGGTGTGGTTGG) f & El f RE RR 3E 
成 的 结构 ,由 单 链 构成 ; (dt GGGGTTTTGGGG)HE Nat EHE dh 88 S8 HQ, 由 两 条 链 村 成 ， 
(4)0(GGGGTTTTGGGG) E K' BH at eth. 
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除 端 粒 DNA 以 外 ,其 他 富 会 G A DNA 序列 也 可 能 产生 以 GG- 四 联 体 为 基础 的 结构 。 
包括 ;免疫 球 蛋 白 忱 链 区 基因 中 窗 含 G 的 部 位 ,成 视网膜 细胞 瘤 敏 感性 基因 和 tRNA、 
SupF 基因 上 的 一 些 特 殊 序列 等 。 任 何 序列 ,只 要 有 成 串 的 串联 重复 的 G, 都 可 能 形成 这 
种 特异 的 结构 。 尽 管 这 些 序列 在 功能 上 与 端 粒 DNA 序列 无 关 , 但 是 它们 的 基本 结构 是 
类 似 的 。 

15 5 AE , 役 有 证 据 表明 这 种 以 G- 四 联 体 为 基础 的 核酸 结构 有 什么 生物 学 切 能 ,但 
~- 些 间接 的 实验 吉明 这 种 结构 存在 十 生物 体内 : 

1) 在 酵母 中 观察 到 了 由 于 端 粒 与 端 粒 相互 作用 ,导致 线性 质粒 以 环形 形式 存在 。 

2) 发 现 尖 毛 中 端 粒 结 合 蛋 白 的 马 亚 基 可 以 催化 G- 四 联 体 的 形成 。 而 当 B 亚 基 出 现 

点 突变 时 ,催化 效率 大 大 降低 。 生 物体 内 这 种 催化 功能 的 存在 表明 G -四 联 体 为 
基础 的 结构 存在 于 生物 体 中 。 

3) 在 酵母 抽查 液 中 发 现 了 以 G -四 联 体 结构 为 底 物 的 核酸 酶 。 这 种 酶 表现 出 结构 专 

一 性 而 不 是 序 州 专 一 性 ,暗示 了 G -四 联 体 结构 在 体内 的 存在 。 


四 、 — XE DNA 


时 在 1957 年 ,Felsenfeld 等 人 就 发 现 , HIERAR RU — A BE SORS REIHE Be (e IRA 
tE) 25 — SR BEBE E EP AE EE yd polyA/polyU .polydA/polydT poly dAG/ 
poly d(CT) ,就 会 发 生 转化 形成 核酸 三 链 结 构 (triplex)。 这 个 结构 由 一 条 哇 叭 链 和 两 条 喀 
啶 链 构 成 ,但 这 种 现象 没有 引起 人 们 的 广汉 重视 。 

80 年 代 中 后 期 ,研究 者 发 现 ,在 超 螺旋 质粒 中 的 一 段 全 晨 叭 /全 蛇 院 序列 表现 出 一 各 
特殊 的 DNA 结构 ;,H-DNA。 其 主要 特征 为 DNA 三 螺旋 。 另外 还 发 现 , 双 螺 旋 DNA 上 的 
全 味 哈 /全 蜂 啶 序列 可 与 第 三 条 链 ( —f& 2E UE BE zk — A BE UR S CICER E ) 形 成 序 询 
专 一 性 的 稳定 复合 物 。 这 些 复合 物 并 不 是 由 于 单 链 DNA 简单 置换 双 螺 旋 结 构 中 的 一 条 
链 而 形成 的 D-loop 结构 ,而 表现 出 三 螺旋 DNA 的 特征 。 这 些 发 现 促进 了 三 螺旋 DNA 的 
研究 。 

ZIE DNA 中 三 股 链 上 的 碱 基 都 参与 氧 键 的 形成 , 它 的 基本 结 均 单元 是 磊 基 三 联 
V (triad) ,三 个 碱 基 分 别 来 自 三 股 链 的 相应 部 位 。 有 多 种 配对 形式 。 在 由 两 条 喀 啶 链 与 
一 条 味 聆 链 组 成 的 三 螺旋 中 (YR* Y 80,5 CG CIA* 工 两 种 三 联 体 。 在 由 两 条 味 叭 
5E ^j — IR ERE REAL CS — MEHR CYR * RA), CG* G, TA « A,TA* T,CG* A 4 种 碱 
X—ERME. (82-12) x Er Ic VU PA PI T BALCREÉ RE A C] Watson_Crick 碱 基 配 对 , * 号 两 
侧 的 碱 苦 则 形成 异常 的 碱 基 配 对 (Hoogsten 氢 键 ) ,将 三 个 碱 基 通 过 和 氢 键 连 成 三 联 体 结 
构 。 中 间 的 呵 叭 碱 基底 参与 双 螺 旋 的 形成 ,又 参与 第 三 链 的 结合 ,对 三 联 体 结构 的 形成 有 
重大 贡献 。 

三 螺旋 DNA 就 是 由 许多 碱 基 三 联 体 沿 螺旋 轴 方 向 堆积 而 成 。 已 发 现 的 组 成 形式 有 
多 种 。( 图 2- 13) 这 些 结构 表现 出 -- 些 共同 的 基本 特征 ， 

1) 在 三 链 形 成 过 程 中 , 双 螺 旋 中 的 全 嗓 叭 链 与 第 二 条 链 形 成 Hoogsten A#M; 

2) 第 三 条 链 位 于 双 螺旋 结构 的 大 沟 中 ， 

3) 三 链 中 化 学 性 质 相同 的 两 条 链 采 用 反 平 行 方式 排列 ; 
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4) 三 螺旋 中 的 双 螺 旋 的 构 型 与 BDNA 类 似 。 
除了 基本 性 质 相 同 外 ,YR* Y M5 YR*«R 型 三 螺旋 还 有 一 些 不 同 .YR* Y 型 在 酸 
Tt PH 干 稳定 ,而 YR R 型 的 稳定 性 依 顿 于 二 价 阳 离子 的 存在 ,YR « Y X8 — IKE fh 
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图 2-13 三 螺旋 DNA 


向 土 升 0.34nm, 螺 旋 扭 角 31°, YR « R 型 沿 轴 向 上 升 0.36nm, 螺 旋 招 角 30°。 
在 研究 海 胆 组 蛋白 基 固 阔 的 间隔 序列 时 ,发 现 其 中 的 
d(GA)i6 序 列 对 SI 核酸 酶 敏感 ,暗示 可 能 存在 一 种 反常 的 
DNA 结构 。 此 结构 是 依赖 pH 的 ,在 酸性 条 件 下 稳定 ,而 在 
中 性 pH 下 , 则 观察 不 到 这 种 结构 。 因 为 H* 能 稳定 这 个 结 
Tj ,所 以 此 结构 被 称 为 H-DNA。 
H-DNA 是 分 子 内 三 螺旋 DNA, d — Ae PEDE BERE AIRE 
蛤 链 组 成 的 YR*Y 型 结构 , 剩 下 的 半 条 晨 叭 链 以 单 链 形 式 
存在 ,这 就 解释 了 H-DNA 对 S1 核酸 酶 的 敏感 性 。 图 2 - 14 
图 2- 14 H-DNA 的 结构 中 三 螺旋 的 基本 单位 是 TA* T.OG* C ZH, dtr Clg 
质子 化 对 形成 CG * C* 三 联 体 是 必 不 可 少 的 ,这 就 是 HDNA 的 pH 依赖 性 的 原因 。 同 
时 ,H-DNA 的 结构 模型 也 要 求 每 条 链 上 的 核酸 序列 必须 是 镜像 重复 序列 . 
分 子 内 的 YR * R AZRE * H_DNA。 由 于 采 肥 了 多 种 三 联 体 配对 形式 ,所 
以 三 链 结 构 的 形成 不 天 要 DNA 序列 严格 镜像 重复 。x H-DNA 的 稳定 性 依 闵 于 二 价 阳 
离子 存在 ,其 原因 还 不 清楚 。 
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真 核 生物 基因 组 中 有 大 量 可 形成 H-DNA 的 序列 。 但 如 上 所 述 , YR * Y 三 螺旋 的 形 
成 需要 在 酸性 pH 条件, 而 YR*R 三 螺旋 需要 毫 摩尔 级 的 二 价 阳离子 的 存在 。 细 胞 中 并 
不 存在 这 样 的 条 件 , 然 而 生物 体内 也 有 具有 促进 三 螺旋 结构 形成 的 因素 ， 
1) 研究 表明 ,多 胺 类 如 精 胺 、 亚 精 胺 在 生理 pH 下 有 利于 YR * Y 结构 的 稳定 。 这 是 
由 于 结合 多 胺 后 ,克服 了 三 螺旋 中 相对 高 的 负电 荷 ,降低 了 磷酸 骨架 间 的 斥 力 。 
而 在 真 核 生 物 的 细胞 核 中 有 毫 摩尔 级 的 多 膀 ,为 三 链 结 梅 在 体内 存在 提供 了 可 能 
性 。 
2) 增加 DNA B PUE SUE SEHE ,可 促使 三 螺旋 的 形成 。 因 为 H-DNA, * H-DNA 的 形 
成 降低 了 DNA 超 螺 旋 的 扭曲 张力。 绝 胞 核 中 的 拓扑 异 构 酶 .旋转 酶 都 会 促使 负 
超 螺 旋 的 增加 。 在 转录 过 程 中 RNA 票 合 酶 催化 的 职 合 反应 也 会 产生 超 螺 旋 微 
区 。 
3) DNA 合成 时 ,需要 中 性 pH 及 较 高 的 Mg? PUE AAT YR* 及 三 螺旋 的 产生 。 
利用 抗 三 螺旋 DNA 的 抗体 与 真 核 染 色 体 相互 作用 ,表明 在 真 核 细胞 中 确实 存在 三 
螺旋 DNA 结构 。 
实验 观察 到 三 螺旋 结构 可 阻止 DNA 的 体外 合成 ,所 以 有 假说 认为 HDNA 参与 了 
DNA 的 复制 过 程 。 可 能 的 机 制 之 一 是 : 当 DNA 聚合 酶 到 达 核 酸 序列 镜像 重复 的 中 央 时 ， 
模板 会 回 折 , 并 与 新 合成 的 DNA 链 形 成 稳定 的 三 蝶 旋 ,使 DNA 聚合 酶 无 法 延 仲 , 从 而 终 
止 复制 过 程 。 这 个 假说 能 否 代表 细胞 内 部 的 真实 情况 ,还 需要 进一步 的 研究 工作 来 证 实 。 


第 五 节 DNA 的 超 螺 旋 结构 [12] 
一 、 超 螺旋 结构 


在 谈 到 DNA 的 双 螺 旋 模 型 时 ,我们 把 DNA 视 为 线性 分 子 ,但 是 体内 的 DNA 常常 是 
缺少 自由 末端 的 闭合 结构 。 绝 大 多 数 原核 生物 的 DNA 都 是 共 价 闭合 环 , 而 真 核 生 物 的 
染色 体 昌 为 线性 分 子 , 但 其 DNA 与 蛋白 质 相互 结合 ， 以 许多 大 环 的 形式 存在 ,每 个 环 的 
根部 结合 在 一 起 形成 类 似 环 的 结构 。 这 种 闭合 环 的 存在 使 双 螺 旋 上 出 现 更 多 的 结构 限 
制 。 在 DNA 双 螺 旋 中 ,大 约 每 10 个 核 背 酸 长 度 旋转 一 图 ,这 时 双 螺 旋 处 于 能 量 最 低 的 
状态 。 如 果 这 种 正常 的 双 螺 旋 DNA 额外 地 多 转 几 圈 或 少 转 几 轿 ,就 会 使 双 螺 旋 中 存在 
额外 的 张力 。 如 果 双 螺旋 的 末端 是 开放 的 ,这 种 张力 可 以 通过 链 的 转动 而 释放 出 来 ,使 
DNA 秘 复 正 常 的 双 螺 旋 状 态 。 但 在 共 价 闭合 环 状 DNA 或 与 蛋白 质 结合 的 DNA 中 ， 
DNA 分 子 两 条 链 不 能 自 由 转动 ,这 些 额外 的 张力 就 不 能 释放 到 分 子 之 外 ,导致 DNA 分 子 
扭曲 以 级 解 这 种 张力 ,DNA 分 子 的 这 种 扭曲 称 为 超 螺旋 (supercoil)( 见 图 2- 15)。 一 个 
闭合 分 子 必须 在 DNA 的 每 条 链 上 都 没有 断裂 ， 哪 使 在 一 条 链 上 出 现 的 断裂 都 有 可 能 导 
致 超 螺旋 的 消失 。 一 个 分 子 无 论 是 闭合 还 是 开放 结构 ,只 要 缺少 超 螺旋 结构 ,就 被 称 为 松 
弛 结构 。 超 螺旋 DNA 基 一 种 常见 的 三 级 结构 类 型 ;生物 体 中 绝 大 多 数 DNA 是 以 超 螺 旋 
的 形式 存在 的 。 

超 螺 旋 是 有 方向 的 ,有 正 超 螺 旋 积 负 超 螺旋 两 种 。 负 超 螺旋 使 DNA 绕 其 轴 以 与 右 
于 双 晶 旋 的 顺 时 针 方 向 相反 的 方向 缠绕 ,通过 减少 每 个 碱 基 对 的 旋转 松弛 双 链 的 互相 纺 
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g 4B DNA 分 子 减 轻 了 因 自 身 双 螺旋 而 产生 的 扭曲 张力 ,内 此 
2 f, RERO BO EFLFE, PUR SERERE RE Aga 
$ : THR; AE DNA 按照 其 内 部 双 螺 旋 缠 绕 方 向 相同 的 方向 
> SO e 编 绕 形成 超 螺 旋 , 就 会 产生 相反 的 结果 。 下 超 螺旋 的 引入 导致 
Ne fo V RRENJE, AE EK, AIEEE EIA 
N Md 缠绕 的 赵 螺 旋 。 体 外 实验 可 以 产生 这 种 正 超 螺 族 。 负 超 螺旋 
"把 所 县 张力 传递 到 DNA 上 ,使 DNA 解 旋 ,而 正 超 螺旋 使 双 螺 
b] 旋 缠 绕 得 更 紧 。 超 螺旋 使 环 状 双 链 结构 更 紧 窗 ,因而 在 离心 时 
沉降 更 快 。 
下 面 利用 - 些 拓扑 学 的 概念 说 明 超 螺旋 的 结构 ， 
(1) +484 (linking number). 连接 数 是 指 双 螺 旋 DNA 
心中 ,两 条 链 互 相交 叉 的 次 数 ,以 字母 上 表示 。 它 是 . -个 整数 。 
| 一 个 财 合 环 状 DNA 分 子 ,只 要 其 主 链 的 共 价 键 不 发 生 断 裂 ,过 
接 数 是 不 会 改变 的 。 而 日 上 值 相 同 的 DNA 之 间 可 以 不 经 过 
链 的 断裂 而 互相 转变 。 
(2) 扭转 数 (Lwisting number) 代表 DNA 分 子 一 条 链 线 
另 一 条 链 的 招 转 数 , 即 DNA 分 子 牛 双 螺 旋 的 数目 ,是 双 螺 旋 自 
SWEA, A T ou. 
(3) 2 Zt XE Cwrithing number) JE DUI IE FT TERR [RI] E48 
82-15 st DNA lcg P3 T XCBURE IG EL CETERE, WRR., 
L.T.W 三 者 的 美 系 为 ;:L= 丁 + Ws 荆 与 W 值 林 以 是 
小 数 , 但 上 值 必须 是 整数 。 对 十 松 虎 的 分 子 , 玉 =0, 而 上 与 相等 。 S35 T8848 UR Ze i8] 
K LRE LUCR DOS SEEN E SC GE ETE 
(4) HiH Æ (specific linking difference) 比 连 接 差 以 A 表示 ,用 来 表示 DNA id 
螺旋 的 程度 。X = 《 工 一 上 L6)ALo， 其 中 ,Lo 是 指 松弛 环形 DNA 的 L (8, mE L 的 变化 
都 是 由 W 的 变化 引起 的 ( 即 公 站 =0), 也 可 以 将 A 值 视 为 超 螺旋 密度 “大 多 数 牛 物 的 直 
螺旋 密度 为 -0.05 左右 。 
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二 、 赵 螺旋 影响 双 螺 旋 的 结构 


在 体内 ,DNA 的 结构 变化 并 永 能 自发 产生 ， 它们 的 发 生 需要 处 于 特定 环境 ,以 使 
DNA 受到 多 种 约束 。 其 中 一 些 变化 是 由 负 超 螺旋 (negative supercoil) 推 动 的 。 

负 超 螺旋 的 引信 需要 能 量 ,所 以 超 螺 旋 的 存在 使 分 子 具 有 更 多 的 能 量 , 因 此 我 们 可 把 
超 螺 旋 看 成 能 量 的 储存 形式 。 负 超 螺 旋 能 控制 DNA. 结构 变化 的 平衡 , 这 使 超 螺旋 DNA. 
能 实现 松弛 的 DNA 不 能 完成 的 结构 转化 。 通常 基因 组 表现 为 一 定 程度 的 负 超 螺旋 ,在 
体内 一 般 为 每 200 个 碱 基 对 一 个 负 超 螺旋 ， 即 超 螺 旋 密 度 (superhelix density) 为 -0.05， 
这 相当 于 分 子 具 有 37674.9 Imo HER. 在 体内 保持 一 定 的 负 超 杂 旋 水 平 是 必要 的 ， 
但 并 不 是 整个 基因 组 中 的 超 螺 旋 密 度 都 相 间 , 而 是 呈 波 动 状态 。 可 能 DNA 的 转化 只 需 
要 在 特殊 区 域 具 有 增加 的 超 螺旋 。 
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轻 化 形式 之 -… 是 链 分 离 , 它 是 由 负 赵 螺旋 推动 的 。 负 赵 铬 旋 分 子 具有 人 链 分 次 所 党 要 
D d RI EE. HERE DNA 需 些 的 能 量 大 小 与 碱 基 序 询 有 关 , 事 实 上 是 形成 双 螺 旋 所 释 
放 溪 四 的 道 转 ， 每 分 离 10 个 硫 基 对 大 约 击 要 54.,2 - 209. 3k] /mol, Br EL ELI BOSE ETT] BE 
她 具 能 够 促使 概 少 数 研 基 对 的 解 旋 , 但 其 作用 基 很 重要 的 ,例如 在 复制 DNA IE e f OU 


A HS. 


三 、 拓扑 异 构 酶 


DNA Hber E Z jn] 6 AER GR SER TISSUE Ctopoisomerasc) K 3c B, 这 种 了 酶 呆 
PACE DNA dS | EIER L £8. DNA dfe TNR E DNA 环 的 哲 扑 异 构 体 之 间 转 
iE fü , 它 可 催化 一 个 DNA 单 链 或 双 螺 旋 链 穿 过 另 一 个 单 [ 双 ) 链 。 

DNA 折 扑 蜡 构 酶 可 以 分 为 两 类 :I 型 拓扑 异 梅 酶 和 DUI ENGINE DELHI RR 
HHIE RE DNA 链 浙 裂 和 重新 连接 ,每 次 只 作用 于 -- 条 链 , 即 催化 瞬时 的 单 链 断 弄 与 连接 ， 
EIAS SEE ERE P ATP 或 NAD, ARENAER DNA Tad ERES DG ER, 
DNA 后 扑 异 构 酶 I, 除了 断 虱 单 链 的 性 质 之 外 ,两 者 的 结构 和 性 质 都 不 辣 ,分 别 属于 LA 
AIB ERIR. LA RHIGANSEHEIBEGTOR AEE DNA d HP NP IR TIT Hr dg BEES RAE M 
fi , L3 型 拓扑 异 构 酶 则 包括 此 他 真 核 生 物 的 DNA, EERI I、 了 ^id p ve eei und 
BLADE BOUM DNA B "E TELE RS EO EAE EC ATP, WUR EA ou RET DNA 
旋转 酶 {gyrase), 这 个 酶 又 叫做 DNA JETIEEBUMETL, ESI di A iniri DNA Th f^ Sj 
RE IV ARRECA TO BRAE HOIR SAHE Th HAS Du 


1. 大 肠 杆 菌 DNA Ia EIER I 


KATA DNA 拓扑 异 构 栈 LR SUN BE TIU NE, EHE LU) EUR E DNA 46 
ICH E DNA, CHER SEE T Gs fo do RE DNA 时 ,我 结 合 能 可 克服 短 的 DNA XX 
螺旋 解 链 的 白 由 能 ,因此 下 需要 ATP, 但 在 松弛 上 正 超 螺旋 底 物 时 , 结 台 能 不 够 ,因此 不 能 
松弛 正 超 螺 旋 DNA。 拓 扑 异 构 酶 1 结合 到 单 双 链 的 接合 部 ,催化 单 链 区 的 DNA RJ 
型 .在 酶 的 催化 口袋 由 ,存在 单 链 DNA mefa. MERR ZN A it DNA 的 5 和 3 
映 , 形 成 了 一 个 桥 式 结构 的 酶 - DNA 共 价 中 间 体 ,由 酶 结合 的 两 器 足够 宽 使 另 一 条 链 能 
够 上 顺利 通过 ,然后 两 端 又 重新 结合 ,完成 了 一 次 拓扑 变化 。 ES pU IP EE d UE 
位 点 是 六 核 背 酸 5' 端 的 第 4 个 核 荐 酸 处 。 

IA 型 拓扑 蜡 构 酶 具有 多 个 DNA fip .如 SB XU SLE DNA。 在 酶 众 化 口袋 
外 的 位 点 也 参与 DNA 的 结合 或 DNA ESSE. IIS FEBR DNA Hih HINE Ii C age 
121 个 残 基 可 结合 DNA 并 提高 酶 - DNA 复合 物 的 稳定 性 。 其 598 ~737 残 基 的 缺失 虽 不 
PENA SE BE DE PATEAR OBAR TA YE, AEA T AE AE ANENE, AORE A Zn 离子 ,是 
松弛 活性 所 必需 的 。 


2. 真 核 生 物 DNA 拓扑 异 构 酶 I 


REW DNA 拓扑 异 构 酶 工 可 缚 全 在 s 19 个 核 苷 酸 的 双 链 区 域 ,其 断裂 位 点 在 
这 段 区 域 中 间 。 真 核 DNA 拓扑 异 构 酶 LI 倾向 于 结合 超 螺 旋 而 不 是 结合 松弛 DNA, JEN 
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对 正 超 蛛 旋 和 负 超 螺旋 有 相同 的 松弛 能 力 ,志明 IB 型 拓扑 异 构 酶 识别 的 是 DNA HERI A 
ri T E Cflexural Mi T 3E BEES FTH dE 27 (torsional), ERUERA REA TAE ERRA 
相差 一 个 的 DNA 异 构 体 。 

不 能 确定 IA 型 拓扑 异 构 酶 的 酶 - 桥 模 型 在 IB 型 拓扑 异 构 酶 中 是 否 适 用 。[B 型 拓扑 
异 构 酶 可 能 采取 DNA 旋转 模型 进行 DNA 单 链 的 转移 ,在 DNA 链 通 过 缺口 时 酶 随 着 与 
其 相连 的 DNA 链 被 动 地 旋转 实现 磁力 线 扭曲 的 松 旋 。 在 酶 - 桥 模型 中 每 次 DNA 断裂 - 
重 接 循 环 只 能 去 除 PERI, 而 在 DNA 旋转 模型 的 一 个 循环 中 所 有 的 超 媒 旋 都 可 波 
去 除 。 供 两 种 模式 不 是 完全 不 同 的 ,实际 上 无 法 确定 拓扑 异 构 酶 采取 何 种 模式 。 


3. 大 肠 杆 菌 拓扑 异 构 酶 II 


在 大 鹏 杆 背 中 起 让 要 作用 的 拓扑 异 构 酶 是 拓扑 异 梅 酶 11, 又 称 为 DNA 旋转 酶 (DNA 
gyrase), E HMT A 亚 基 和 两 个 B 亚 基 组 成 。 旋 转 杉 马 亚 基 中 存在 ATP 酶 区 域 ;可 以 结 
合并 水 解 ATP. 在 BB 亚 基 存在 下 ,A 亚 基 有 起 螺旋 活性 ,其 中 氨基 酸 残 基 1 一 523 有 松弛 
超 螺 旋 的 活性 ,572 ~ 875 有 结合 DNA 的 能 力 。 拓 扑 异 构 酶 1I 能 产生 负 超 螺旋 以 抵 销 复 
制 义 穆 动 所 产生 的 正 超 螺旋 ,无 ATP 时 大 上 肠 杆 菌 旋转 酶 只 能 很 惕 地 松弛 抽 超 螺旋 但 不 能 
松 籽 正 超 螺 旅 。 

细菌 旋转 酶 对 DNA 的 结合 顺序 是 正 超 螺旋 > 松弛 > 负 超 螺旋 ,DNA Hh ETEBE E 
右 于 缠绕 ,围绕 酶 有 140bp 的 片段 。 旅 转 酶 的 催化 机 制 包括 两 个 连续 的 转 睛 反应 。 在 第 
一 个 反应 中 , 雍 活 性 部 位 的 Tyr 残 基 ,作为 一 个 亲 核 基 男 进攻 核酸 的 页 酸 基 团 ,形成 Tyr- 
Beca P B f ERE rd EA DNA - - 端 ,在 断 链 的 另 一 端的 脱氧 核糖 上 留 下 QH。 这 
TE II 型 除 可 蜀 时 断裂 双 螺 旋 DNA 片段 上 的 一 对 互补 链 , 产生 有 了 酶 连接 的 DNA 缺口 ; 同 
时 通过 拓扑 异 构 酶 的 结构 变化 使 荔 -个 DNA 双 螺 旋 片 段 穿 过 缺口 ;第 二 步 与 第 一 步 相 
反 , 经 历 了 断裂 链 一 端的 磷酸 基 奢 和 另 -端的 羟基 重新 连接 以 及 从 其 价 连接 的 DNA 上 
FEES ES PR ,完成 -- 次 DNA 的 拓扑 转化 。 

ATP 在 旋转 酶 的 催化 机 制 中 起 到 了 关键 的 作用 。 族 转 酶 B 亚 基 中 存在 ATP 酶 区 
域 ,了 1 OUS ATP 结合 和 水 解 、 产 物 释 放 , 驱 动 善 DNA 双 螺 旋 的 链 转移 过 程 ,这 是 TL TN 
酶 催化 松 籽 正 超 螺 旋 的 关键 。 

拓扑 异 构 酶 I GyrA 亚 基 能 形成 V 20 3 3 £L DNA-G 片段 (断裂 的 双 链 DNA, 
片段 ) 通 过 形成 一 对 DNA -蛋白 质 间 的 磷酸 Tyr 酯 链 结 售 于 靠近 V 顶端 的 部 位 。GyrB 
亚 基 也 能 形成 钳 型 结构 , 当 其 不 结 台 ATP 时 ,两 个 亚 基 分 开 , 对 应 酶 的 开放 钳 形 式 。 第 二 
个 DNA MARIE T Jr EE REED DNA 片段 ) 可 通过 GyrB 亚 基 人 末端 的 门 进入 蛋白 钳 中 。 
结合 ATP 导致 酶 GyrB 亚 基 的 两 个 N 来 端的 配对 ,促使 真 核 DNA HFFR II 从 开放 
钳 到 闭合 错 的 转化 。 每 个 酶 可 结合 两 个 ATP, 结 合 第 -个 ATP 能 诱导 第 二 个 ATP 更 容 
易 结合 。 一 个 ATP 的 结合 足够 触发 酶 结构 的 变化 ,并 关闭 N 末端 的 午 自 门 ,从 而 捕获 了 
THB. REER- G 片段 处 发 生 了 一 系列 的 缚 构 变 化 ,IN 末端 的 关闭 使 Gyra — X fk 5 
G-DNA 形成 的 门 打开 , 工 片 段 进入 G 片段 下 的 大 空 腔 内 。 紧 接着 酶 - DNA 复合 物 关 门 
降低 了 含有 工 片 段 的 空 腔 的 体积 ,在 货 白 质 和 工 KREE EREN ,驱动 GyrA E 
避 末 端的 蛋白 门 打开 ,TI 片段 退出 ,完成 一 轮 DNA 双 链 转移 。 最 后 ATP 水 解 ,释放 ADP, 
RER, E GyrB 亚 基 N 末端 的 门 打开 ,开始 新 的 循环 。 
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X ATP 时 ,大 有 电 杆 菌 旋转 酶 只 能 很 慢 地 松弛 负 超 螺旋 但 不 能 松弛 正 超 螺旋 。 但 缺少 
GyrB N 末端 的 旋转 酶 ,在 无 ATP 的 情况 下 也 可 松弛 正 负 超 螺旋 。 无 ATP 时 ,噬菌体 
T4 拓扑 异 构 酶 表现 出 低 水 平 的 DNA 转化 活性 ,在 高 酶 浓度 时 能 使 超 幅 旋 环 打 结 。 缸 醇 
FARAH DNA Hh RAE 1 无 ATP 时 ,不 能 进行 DNA 环 的 拓扑 转化 。 


4. 拓 扑 蜡 构 酶 的 生物 学 功能 


拓扑 异 构 酶 的 功能 是 恢复 由 … 些 细胞 过 程 产生 的 DNA 超 螺 旋 。 在 DNA 活动 的 许 
多 过 程 中 才能 产生 正 负 超 螺旋 ,如 在 复制 过 程 中 ,DNA 双 螺 旋 的 解 开 使 复制 及 的 前 面 产 
生 正 超 媒 旋 , 在 一 些 条 件 下 ,转录 能 导致 聚合 酶 前 产生 正 超 螺旋 ,在 酶 后 产生 负 超 螺旋 。 

拓扑 异 构 酶 的 另 一 个 主要 功能 是 防止 细胞 的 DNA 过 度 超 螺旋 。 使 细胞 内 DNA 的 
超 幼 旋 程 度 保持 在 一 个 稳定 的 状态 。 拓 扑 异 构 酶 防止 DNA 过 度 超 螺旋 不 表明 细胞 中 不 
需要 超 螺 旋 的 存在 。 在 DNA 复制 起 始 时 需要 DNA 处 于 负 超 螺旋 状态 。 生 物体 内 的 负 
超 螺 旅 稳定 在 596 左右 ,生物 体 通 过 多 种 拓扑 异 构 酶 的 作用 使 负 超 螺旋 达到 一 定 前 平衡 。 
保持 适当 的 DNA 超 螺旋 对 DNA 结构 和 它 与 其 他 分 子 的 相互 作用 有 强烈 影响 ,包括 影响 
原 芒 生物 基因 的 转 针 起 始 ,保持 基因 组 稳定 性 ,促进 重组 ,抑制 有 丝 分 裂 。 

此 外 ,拓扑 异 构 查 在 生物 体 中 还 有 一 些 其 他 功能 :例如 大 肠 杆菌 中 旋转 酶 有 主要 的 去 
连环 活性 ; 真 核 拓 扑 异 构 酶 11 参与 染色 体 凝 缩 过 程 。 拓 扑 异 构 酶 还 能 解 开 缠绕 的 DNA 
SURE. 

当然 ,拓扑 异 构 酶 也 有 其 不 利 的 方面 ,如 编码 大 肠 杆 菌 拓扑 异 构 酶 工 的 topA BAX 
变 引 起 的 超 负 超 螺旋 可 使 DNA 形成 人 - 环 , 导致 异常 的 复制 。 拓 扑 异 构 酶 也 可 使 NA 
断裂 ,影响 基因 组 的 稳定 性 。 
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第 三 章 ”基因 与 基因 组 
第 一声 ” 基 因 概 念 的 方 史 演变 一” 


Mise Leste AU. dra) DITE s or n . Pp ALS A P ETHER ew 
TE ame gem c 物体 ! E R GDA Oobenotype? dli A S, Mon XL 
Dux uy | SYL E MR uat SEIS TC genotype) Str il ax ote qeu D EAE Do aklai At 

TES IL EE HU P, [H E i n] BE ZZ AF RE dt (E E, AA RE SP DE [ATE TE Onetation " 
^E" ERE ARIN DL ER HE GC Eo E fos Peto ne E DA S] ^R E (| SUE HS matan 2 .携带 日 
peu gg uos pend Ej AE wild type- HERBET Ac MR dug mos HEAD dp ik 
HOA MLA D EUER de IL JUGE SERER fae E dE RE p PE TESTE (LIE TEE RCEL 2o 
jp. (2E m TIR Ea e REPE RRGET i 2) 一 些 性 状 是 出 单 o AER, KE ce deg 
Tul fg pn n.r RR ACA 
Johannsen Aiie fE Hj SEI 3X 4 $i AL. nf RE ESL OS BL T ER A 4E Mendel A9 PE 
ADI Mendel 6128 79 BET Ze a C UE AS C EE CY BEDAE op QR 0 4 RC for 
I|, nj DEM 3C FECE Rh (e e ACA Mendu 1 EH T SP DLAXEDREHRCOE A T R 

BR Pe AE. BERD PAIAR EEA A HE at. TO} Mondel fE IS fi 
ZELAREN AE apt EE IET FpOROERSIU E "A "m ERE Py HT UE HR UAE CERES 
(p fh REP EERE ER Oh D Mendel mi Po rn i FERES DLL AEA BEC NERA 
idu ue TARER T- Morgan fr. 1910 5 44 Hiis TE VERLETZT 
BS REH. M EC tH (e UR n Wen Pr A i AAAS B ig ps f 
SO [HINC pb-- uA E EU TT Y eR Mendel 的 nisi. sn 
HOT BECnkage Ai AE TRE S8. xx SSH TE -条 "ere LIITER, Ep TEX pgs 
HY PRLTERU IE SERE. ALARI MEE Je RE Hos Ye ST ilo DEB Ue E Ue Ing ee MERE P 
AE iende f) &EDN PUT BE A IE E PRU BS Wee UE TTE SER EBL COS E 
TATE, EIS d VETTRUHE SH PUBLE Ero B AER 

[045 年， 和 A BH MD IO A A ys fae fE A RREA fp Z2 PEE e Ai At n RE 
HUE dL] Av Syene Bs CE Ge nut AED oi 2s ip fig EM f RBS, e] pp Rest n 
e EH prd eo üt b SEHE JB TURCA XE, IRTECHISECUA BUE EIE TAS 
RERE EESE A GAAR 3 LITERE I S9 RU TE FE A R NE S Tes gs zo n 185 RREA 
HAB. KORIGA Ax i 1941 i Beade Fl Tatum HIB F -AA 
WoCBAECHBESS EEE EAR E -个 特 珠 的 酶 夷 化 的 ， Tg T^ RII I: n. E 
fh Pm AEN Our RS MUNDO E yug: ox E B T RIRE APERM n PER 0957 

Ue Lk HEEL Ur n EER E AT d TR Ingram d id euE HN , gm — cell anc 

mia HRS ES Vesp A LAT. EF LS AER E ^F 17 386. M misce Tf en S pu da SH A008 
RIRs EI AUF HEU CB RE S PE LEER GEI EDU] -点 修正 ;对 于 异 源 多 聚 体 
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蛋 和 白质， 一 个 基因 :个 酶 "假说 更 精确 的 表述 度 该 是 ， 一 个 基因 一 条 多 肽 链 。 

在 遗传 学 上 ,也 可 以 用 顺 反 子 的 概念 来 表示 基因 , 当 两 个 突变 具有 相间 的 表 型 效应 而 
有 肯 其 慷 传 图 踢 很 接近 时 ,它们 既 可 能 属于 -个 基因 ,也 可 能 位 于 不 同 的 基因 上 。 谋 反 互 补 
测验 {cis trans testi( 图 3-1) 可 精确 确定 两 个 突变 问 的 关系 。 其 原理 是 , 当 两 个 纯 合 的 亲 
代 资 变 体 杂 交 时 ,产生 的 杂 合 子 后 代 将 遗传 两 个 亲本 的 突变 。 如 果 两 个 突变 位 于 同一 个 
基因 上 , 杂 会 子 中 就 不 存在 野生 型 的 基因 ,所 以 具有 突变 的 表 型 ;如 果 突 变 位 于 不 同 的 基 
因 上 ,在 杂 合 子 的 每 条 染色 体 上 相 邻 的 两 个 基 困 中 ,将 有 一 个 基因 是 野 后 型 而 另 一 个 基因 
是 突变 型 , 即 在 杂 合子 中 每 个 基因 都 有 一 个 野生 型 拷贝 ,因此 杂 合 子 表现 为 野生 型 的 表 
型 ,我 们 把 两 个 基因 之 间 的 这 种 关系 称 为 互补 。 

杂 合 子 有 两 种 构 型 ,在 顺 式 构 型 中 ,两 个 突变 位 于 间 一 条 染色 体 上 ,在 反 式 构 型 中 ,两 
个 窗 变 分 别 位 于 同 源 的 两 条 染色 体 上 。 上 面 的 写 补 实验 中 杂 合 子 为 反 式 构 型 。 两 种 构 型 
的 往 对 效 困 取决 于 两 个 突变 是 否 位 于 同一 个 基因 上 。 当 突变 位 于 同一 个 基因 上 时 , 杂 合 
子 的 表 型 取决 于 构 型 。 反 式 构 型 中 基因 在 两 条 辣 源 染 色 体 都 有 突变 ,因此 表 型 是 突变 体 。 
在 睫 式 构 型 中 ,一 条 染色 体 的 基因 上 有 两 处 突变 ,而 曙 一 条 染色 体 上 的 基因 正常 ,因此 珍 
型 是 野生 型 。 而 当 两 个 突变 位 于 不 同 的 基因 上 时 , 表 型 与 杂 合 子 的 构 型 无 关 。 两 种 情况 
下 ,两 种 基因 都 有 一 个 野生 型 的 拷贝 RAER EH. 
QU) 突变 位 了 问 Ae E 
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图 3-1 NIAE 
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当 两 个 突变 在 反 忒 情况 下 不 能 五 补 时 ,表明 两 个 窗 变 影响 同 -生物 学 功能 ,因此 它们 
属于 一 个 本 可 分 割 的 遗传 单位 ,这 个 单位 被 称 为 须 反 子 (cistren)。 发 生 在 一 个 顺 反 子 中 
的 两 个 突变 在 上 反 式 网 型 时 不 能 互补 ,而 互补 的 发 生 表 明 两 个 突变 位 于 不 同 的 须 反 子 中 ， 
网 此 ,一 个 顺 反 子 在 本 质 上 与 -个 基因 相同 ,可 编码 -一 种 多 肽 链 ， 


第 二 节 DNA S3 


DNA 足 遗 传 的 物质 基础 ,基因 位 于 染色 体 上 实际 于 是 位 于 染色 体 的 DNA E. BID 
讲 到 DNA 由 不 同 的 核 芳 酸 按 . - 定 的 顺序 排列 而 成 ,遗传 信息 就 存在 于 核 苷 酸 序列 中 。 
基因 被 定义 为 能 产生 一 个 特定 蛋白 质 的 DNA 序列 。 生 物体 的 表 型 是 通过 产生 许多 特殊 
KRA ERRIMA, RAAH- ,系列 氨基 酸 给 成 , 重 白 质 的 缚 攀 和 活性 由 其 氨基 牙 的 撞 
列 顺序 决定 ，DNA 的 核 昔 酸 序列 能 决定 组 成 它 所 对 应 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 。DNA 序列 
和 相应 蛋白 质 的 氨基 酸 序 列 之 间 的 关系 叫 合 遗传 密码 遗传 密码 是 以 三 个 核 苷 酸 为 -组 
阅读 的 ,每 个 三 核 苷 酸 序 列 叫做 一 个 密码 子 {codon) ,代表 一 个 氨基 酸 ， 基因 包括 -系列 
从 辕 定 的 起 始 位 点 污 起 并 在 固定 的 终止 位 点 终止 的 密码 子 。 通 常 按 5-3 方向 书写 ,对 
应 于 其 蛋白 质 产 物 的 NRHA CRH, 在 任何 给 定 的 区 咸 ,DNA 双 链 中 只 有 一 条 编码 
EGH. LR PE , E DESERT DJ dr E 2 c R E RN, 

现在 我 们 可 以 理解 突变 的 分 子 基础 。 在 DNA 序列 上 发 生 的 变化 相应 地 也 导致 蛋白 
质 氨 基 酸 序列 的 改变 ,使 蛋白 质 的 生物 功能 产生 变化 。 DNA 上 的 任何 碱 基 对 部 可 能 发 生 
突变 ,点 突 谈 指 只 有 一 个 磊 基 对 发 生变 化 ,导致 突变 密码 子 所 对 应 的 氨基 酸 发 生 改 杰 . 
DPNA 上 的 密码 是 从 一 定 的 起 点 按 特 定 的 可 该 框 阅读 的 ,插入 或 缺失 一 个 核 苷 酸 都 会 造成 
移 位 突变 使 随后 的 可 读 杠 发 后 改变 ,导致 在 突变 位 点 后 的 氨基 酸 序列 全 部 发 生变 化 。 一 
些 DNA 位 点 上 点 和 容易 发 生 突变 ,这 些 位 点 叫做 突变 热点 (mutation hotspot)。 突 变 的 存在 
更 加 确定 地 表明 DNA iit fers 同时 ,如 果 -个 基因 突变 能 导致 一 个 蛋白 质 的 变化 ， 
我 们 就 可 以 推论 该 基因 编码 这 个 蛋白 质 。 

通过 比较 基因 的 核 苷 二 序 列 和 相应 看 白质 的 氨基 酸 序列 ,我 们 可 以 确定 在 细菌 和 病 
毒 中 基因 的 核 芭 酸 序列 与 蛋白 质 产物 中 的 氨基 酸 序 列 是 精确 对 应 的 每 个 基因 都 包含 连 
续 的 DNA dB. EE 与 所 表达 蛋白质 的 氨基 酸 数 日 直接 相关 。 根据 进 传 密码 ,编码 一 个 
有 个 氨基 让 的 蛋白 质 需要 一 个 有 3n 个 碱 基 对 的 基因 。 

住 比较 大 因 和 蛋白 质 序列 的 相互 关系 时 ,我 们 只 考虑 了 直接 对 应 于 蛋白 质 的 DNA 
序列 ,但 基 基 因 并 不 能 直接 翻译 成 蛋白 质 ,而 是 通过 产生 -个 信使 RNA 中 和 间 体 来 进行 蛋 
白质 的 合成 。 信 使 RNA 的 序列 与 DNA 一 条 链 的 序列 互补 而 与 另 一 条 序列 相间 {除了 用 
U 取代 T)。 信 使 RNA 中 包含 对 应 于 蛋白 质 中 氨基 酸 序列 的 一 段 核 董 酸 序 列 ， 这 部 分 核 
酸 序 列 叫做 编码 区 (coding region)。 但 在 信使 RNA 的 每 个 末端 还 有 额外 的 序列 ,这 些 序 
列 并 不 直接 代表 蛋白 质 。 有 时 在 这 些 额外 的 非 编码 区 中 发 生 的 突变 也 能 阻 但 基因 的 功 
能 ,表明 这 些 区 域 属 于 遗传 单位 的 合理 部 分 { 图 3-2). 所 以 可 以 认为 基因 对 应 于 信使 
RNA 中 的 整个 序列 , 它 既 包括 缩 码 蛋白 质 的 序列 也 包括 编码 区 两 侧 的 序列 ， 结构 基因 被 
定义 为 - - 段 用 来 产生 特定 蛋白 质 的 连续 DNA 序列 ,对 应 于 成 熟 mRNA SH 3k Sez f] 
的 区 域 。 
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图 3-2 DNA 与 基因 的 关系 


DNA 分 子 上 不 同 的 区 域 有 不 则 的 功能 ,并 不 是 所 有 的 序列 都 具有 编码 功能 ,在 原核 
生物 中 结构 基因 占 整个 DNA 的 大 部 分 ,而 在 真 较 生物 中 可 能 只 占 一 小 部 分 。 除 了 上 述 
基因 序列 外 ,在 结构 基因 间 还 含有 一 些 没 有 编码 功能 的 间隔 区 {spacer region) ,其 中 包括 
一 些 复 制 ,转录 .翻译 过 程 的 调控 信号 , 即 可 被 调控 分 子 识别 的 序列 。 一 个 基因 是 否 表 达 
是 受 与 邻近 编码 区 域 的 DNA 序列 结合 的 蛋白 质 控制 的 ,只 有 和 蛋白质 结合 DNA 时 ,信使 
RNA 才能 合成 ; 当 与 蛋白 质 结合 的 DNA, 序列 上 发 生 突变 时 ,蛋白 质 不 能 识别 DNA, 结 果 
DNA 不 能 表达 。 这 里 DNA 的 功能 是 由 它 的 序列 直接 次 定 的 ,而 不 是 通过 编码 间接 决定 
的 。 所 有 这 些 区 域 ,包括 表达 恒 和 白质 的 基因 和 上 述 的 调控 序列 都 构成 了 遗传 信息 。 因 此 
我 们 可 以 把 遗传 单位 的 概念 从 基因 扩展 为 转录 单位 ,转录 单位 {transcription unit) 包 括 转 
录 的 启动 子 及 其 上 游 的 其 他 调控 区 域 . 基 因 本 身 和 转录 的 终止 序列 。 

除了 编码 蛋白 质 的 基因 ,还 有 最 终 产物 是 RNA 的 基因 ,如 编码 tRNA 和 rRNA 的 基 
因 ,这 些 基 因 的 产物 与 蛋白 质 的 生物 合成 有 关 。 所 以 基因 是 具有 一 定 生物 功能 的 DNA 
HRS], SEES XE E Fr T GP EL UR T 3 6E DNA 外 ,细菌 的 质粒 、 真 核 生 物 的 叶绿体 、 线 
粒 体 等 细胞 器 都 含有 DNA, 其 上 也 含有 基因 ,这 些 染色 体外 的 DNA 称 为 染色 体外 遗传 物 
质 。 

通常 情况 下 DNA 的 结构 是 十 分 稳定 的 , 基因 位 于 和 染色 体 上 的 特定 部 位 。 但 有 些 
DNA 序列 不 但 可 以 在 染色 体 上 移动 ,而 生还 可 以 从 一 个 染色 体 跳 到 另 一 个 染色 体 , 甚 至 
可 以 从 一 个 组 胞 跳 到 另 一 个 细胞 。 在 这 些 DNA 序列 跳 路 的 过 程 中 往往 导致 DNA 链 的 
断裂 和 重 接 , 这 些 可 以 自由 称 动 的 DNA 序列 称 为 转 座 子 。 

FERPA EAR DNA. 的 关系 有 了 初步 的 认识 ,但 是 要 准确 了 解 其 实际 情 
沈 , 我 们 还 要 确定 许多 问题 ,例如 基因 两 侧 有 多 少 序列 与 其 功能 有 关 ; 相 邻 的 两 个 基因 有 距 
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第 三 节 AREH RRR 
一 、 割 裂 基 因 鸭 发 现 


遗传 党 他 信使 RNA 总 是 对 应 十 编码 其 蛋 由 质 产 物 的 核 痛 酸 序 州 ,但 真 核 生 物 基 因 
在 顷 合 长 域 内 年 御 含有 额外 的 序列 . 打 断 了 村 应 于 蛋白质 的 序列 。1973 年 人 们 首先 发 现 
点 核 竺 物 的 基因 是 不 连续 的 ,大 大 改变 了 原来 对 基因 钳 徇 的 看 法 ,现在 知道 大 多 数 直 校生 
物 的 巷 鸯 部 居 不 连续 基因 或 割裂 基因 {sptit gene)， 所 谓 割 烈 基 因 是 指 基 侍 的 织 码 序列 在 
DNA 分 子 上 不 是 连续 排列 的 ,而 是 被 不 编码 的 序列 所 隔 开 。 构 成 割裂 基因 的 DNA 序列 
被 分 为 酚 类 ; 睹 因 中 编码 的 序列 称 为 外 男子 {exon) ,外 显 子 是 基因 中 对 应 于 信使 RNA TE 
列 的 你 域 ;不 编 录 的 间 蚜 序列 称 为 内 合子 Cntron}). 内 传 千 是 从 信使 RNA 中 消失 的 区 域 。 
HARHA -系列 奖 严 存在 的 外 显 子 和 内 祠 子 构 成 ,基因 两 端 起 始 和 结束 于 外 显 闻 ,对 应 
TREH RNA 的 5 和 3' 未 端 ， 如果 -个 基因 具 在 个 内 会 子 , 则 相应 地 含有 n+1 
^P SE Po 

存在 制 裂 基 因 的 最 初 证 据 是 通过 比较 DNA 和 相应 的 信使 RNA S5T92kíS tg, Sa 
基因 可 通过 mRNA 与 DNA 的 分 子 杂 交 而 发 现 ,杂交 后 用 电镜 进行 观察 ,如 时 基因 中 含有 
内 少子 ,因为 其 mRNA 中 没有 相应 的 序列 ,在 所 形成 的 RNA-DNA 杂交 双 链 的 某 -部 位 
就 会 出 现 不 能 配对 的 单 链 坏 ,这 就 是 内 合子 。 用 这 个 方法 还 可 以 确定 内 会 于 在 基因 中 的 
位 置 和 大 小 (图 3-3), 


poly A £pi 


R 3-3 AAHH 


真 核 生物 基因 表达 的 过 程 是 个 不 同 二 原核 生物 的 过 程 ,与 原核 生物 和 比 多 了 一 个 

新 的 步骤 ，DNA 经 这 转录 产生 了 精 博 对 应 十 基因 纪 DNA 序列 的 RNA 拷贝, 但 这 个 

RNA 只 是 个 前 体 ,不 能 直接 用 于 表达 蛋白 质 。 在 成 熟 的 mRNA 中 只 由 外 显 子 存在 ,所 
* 76 1 


以 必须 从 RNA 穆 补 转录 产物 中 去 除 肉 含 子 序列 以 产生 一 个 只 由 外 是 子 构成 的 信使 
RNA， 从 原初 转录 产物 下 除去 内 含 子 的 过 程 叫 做 RNA 的 前 接 (splicing) (K 3 - 4), 首 先 
内 原初 转 六 产物 下 精确 地 雪 除 内 含 子 ,然后 把 切口 丙 边 对 应 于 外 显 子 的 RNA 序列 的 来 
端 共 价 连 按 塔 战 完整 的 分 六。 经 过 前 接 后 ,所 有 的 外 显 子 按 其 在 DNA 上 相同 的 赃 序 连 
按 和 在 网 一 个 RNA PFE. Hiki :个 分 了 内 的 反应 ,来 源 于 不 同 RNA 分 子 的 外 显 子 不 
能 连接 到 一 起 . 
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(3-4 RANNE 
二 、 割 裂 基因 的 分 布 


基因 的 断 型 现 瘟 广泛 地 存在 于 各 种 生物 不 向 的 基因 中 :包括 编码 蛋白 质 的 核 基 因 . 纺 
$85 rRNA 的 核 基 因 , 以 及 编 码 tRNA 的 核 基因 ,在 某 些 低 等 真 核 生物 的 线粒体 以 及 叶绿体 
SPP te HEY MESE. 基因 的 不 连续 现 蒙 不 仅 存 在 于 真 核 生 物 基因 组 中 ,其 至 在 菜 
此 原核 生物 如 上 古 细 苏 和 大 肠 杆 茵 的 哈 上 落体 中 也 有 发 现 。 这 种 DNA 和 相应 信使 RNA 结 
构 工 的 差异 在 真 核 牛 物 中 是 普 访 的 ,但 存 细 菌 中 却 十 分 少见 。 在 真 细 菌 的 基因 组 中 不 存 
在 淹 樟 基因 , 真 核 生物 的 基因 不 一 定 帮 中断, 也 有 一 些 结构 基因 不 含 内 含 子 ,与 原核 生物 
的 基因 一 样 直 搂 对 应 于 其 蛋白 质 产 物 ,如 组 伙 白 上 基因 和 于 扰 索 基因 等 ,在 酵母 中 大 部 分 其 
IN dcs E Ro rper 在 高 等 真 核 牛 物 中 ,大 多 数 基 因 是 中 断 的 。 


三 、 荐 裂 基 因 的 性 质 


割裂 基因 的 内 会 了 无论 在 数量 和 大小 上 都 有 很 大 不 同 ,但 大 多 数 制 裂 基 因 都 有 共同 

的 性 质 ;割裂 其 因 的 外 显 子 在 基因 中 的 排列 顺序 和 它 在 成 熟 mRNA 产物 中 的 排列 顺产 是 

帆 同 的 ; 某 种 割裂 基因 在 所 有 组 织 中 都 具有 相同 的 内 合子 成 分 ; 核 基 因 鸭 内 合子 通常 在 所 

TER LEE dH ALAS C SCRI. P (onsenise codon) ,因此 一 般 没 有 编码 功能 。 内 含 子 上 发 

生 的 突变 个 能 影响 蛋白 质 的 结构 ,所 以 其 突变 往往 对 生物 体 是 没有 影响 的 ;但 也 有 例外 ， 
- 7. 


例如 --- 些 发 生 在 内 含 子 上 的 突变 可 通过 拙 制 外 显 子 的 相互 剪接 阻止 信使 RNA 的 产生 。 

利用 结构 基因 的 特殊 DNA 限制 片段 作为 探 针 ,我 们 可 以 检测 基因 组 中 与 之 有 亲 俏 
关系 的 序列 ,结果 才 明 一 个 基因 的 外 纯 子 常 与 其 他 基因 的 外 显 子 有 亲缘 关系 。 如 果 一 个 
外 显 子 可 与 其 他 基因 的 外 显 子 片段 互补 , 则 表明 这 两 个 基因 可 能 起 源 于 共同 祖先 ,经 过 基 
因 扩 增 后 ,在 进化 过 程 中 逐渐 扩大 差距 而 形成 不 同 的 基因 。 两 个 相关 基因 内 会 子 之 间 的 
亲缘 关系 远 远 不 如 其 外 显 子 之 间 的 亲缘 关系 紧密 ,有 些 含有 相同 外 显 子 的 基因 其 肉 含 子 
的 差异 是 如 此 之 大 ,以 致 于 不 能 找到 序列 间 的 亲缘 关系 。 这 是 因为 在 进化 过 程 中 ,相关 基 
由 的 内 含 子 比 外 显 子 变 化 得 更 快 。 其 实 ,突变 是 以 相同 的 频率 发 生 在 外 显 子 和 内 含 子 上 
的 ,但 旦 发 生 在 外 显 子 上 的 窦 变 将 使 基因 编码 产物 失去 功能 ,导致 生物 体 无 法 生存 ,经 过 
长 期 选择 这 种 突变 就 从 外 显 子 中 除去 了 ;而 内 会 子 由 于 没有 来 自 编码 功能 的 限制 ,可 以 自 
由 地 积累 各 种 突变 ,导致 产生 较 大 的 变化 。 


第 四 节 基因 大 小 


由 于 割 开 基因 的 存在 ,人 们 认识 到 基因 比 实际 编码 蛋白 质 的 序列 要 大 得 多 。 外 显 子 
的 大 小 与 基因 的 大 小 设 有 必然 的 联系 。 与 整个 基因 相 比 ,编码 蛋白 质 的 外 显 子 要 小 得 多 ， 
大 多 数 外 显 子 编码 的 氨基 酸 数 小 于 100。 不 同 种 类 的 生物 体 中 外 显 子 的 大 小 并 没有 明显 
的 林 同 ,基因 可 能 是 由 - .些小 的 ,编码 绞 小 的 独立 蛋白 质 分 区 的 单位 在 进化 过 程 中 加 合 起 
来 的 。 也 有 一 些 比 较 大 的 外 显 子 编码 不 翻译 的 4 和 3 区域 。 

许多 长 基因 的 存在 并 不 能 表明 其 编码 产物 较 长 ,而 是 因为 其 含有 较 长 的 内 含 子 。 比 
较 基因 的 长 度 和 由 它们 编码 的 mRNA 的 长 度 ,我 们 可 以 看 出 在 酵 民 中 信使 分 子 大 小 的 变 
化 范围 与 其 基因 大 小 的 变化 范围 并 没有 什么 不 同 。 但 是 在 哺乳 动物 中 情况 有 明显 的 不 
同 ,它们 的 信使 分 子 常常 不 到 10 kb, 而 与 之 相 比 基 因 的 大 小 常常 达到 100 kb。 

基因 的 大 小 取决 于 它 所 包含 的 内 含 子 的 长 度 ， -一些 基因 的 内 含 子 特别 长 ,例如 哺乳 
动物 的 一 氧 叶 酸 还 原 酶 基因 含有 6 个 外 显 子 , 其 mRNA 的 长 认为 2000 bp, 但 它 含 有 极 长 
HAST ,使 其 基因 的 总 长 讼 长 达 25~31 kb, 肉 含 子 通常 比 外 显 子 大 很 多 ,导致 整个 基 
因 比 其 编码 区 域 大 很 多 。 而 且 内 合子 之 间 有 很 大 不 同 , 它 们 的 大 小 从 200 个 碱 基 对 左右 
到 上 万 个 碱 基 对 。 在 一 些 航 端的 例子 里 ,甚至 有 5060 kb 的 内 合子 。 

通常 在 进化 上 相关 的 基因 有 相似 的 组 织 形 式 , 基 至 内 含 子 在 基因 中 的 位 置 也 是 保守 
的 。 它 们 之 间 基 因 长 度 的 变化 主要 取决 于 内 合子 的 长 度 的 变化 。 在 所 有 已 知 的 珠 蛋 白 基 
因 中 ,断裂 都 发 生 在 相同 的 位 置 , 第 一 个 内 售 子 位 于 30 和 31 位 氨基 酸 密码 子 之 间 , 第 二 
个 内 省 子 位 于 104 和 105 位 氨基 酸 密码 子 之 间 。 通 常 第 一 个 肉 含 子 总 是 很 短 , 第 二 个 内 
含 子 要 长 得 多 ,但 不 同 物 种 之 间 具 体 的 长 度 有 所 不 同 。 而 外 显 子 的 长 度 却 基本 一 致 ,不 同 
珠 重 日 基因 其 大 小 的 差异 是 因为 第 一 个 内 含 于 长 度 的 差异 造成 的 。 itn] BS a- 珠 蛋 
魏 基 因 第 二 个 内 会 子 只 有 150 bp 长 ,所 以 a - 珠 蛋 白 基因 的 总 长 度 为 850 bp, mi 8 - 珠 看 
ELEEBI AS E BE y 1382 bp, 但 二 者 的 mRNA IC HERE EUR (a - 珠 重 白 的 mRNA 为 
585 WERE mi B FREE EE mRNA 为 620 BERE). 基因 的 大 小 还 与 它 所 包含 内 含 子 的 数目 有 
X. 在 不 同 的 基因 中 ,内 含 子 的 数 日 变化 很 大 ,有 些 割裂 基因 含有 - -个 或 少数 见 个 内 会 
子 ,如 珠 重 白 基 下 ; 某 些 基因 含有 较 多 的 内 含 子 ,例如 鸡 卵 清 蛋白 基因 含有 7 个 内 会 子 , 伴 
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清 蛋白 基因 含有 16 个 内 合子 。 
在 进化 过 程 中 , 制 裂 基因 在 较 低 等 的 真 核 生物 中 开始 出 现 。 在 低 等 真 核 生物 酿酒 醇 


母 中 ,大 多 数 基 因 是 非 断 玖 的 ,而 且 割 裂 基因 含有 外 显 子 的 数目 也 是 非常 少 。 实 际 上 很 少 
有 酵母 的 基因 超过 4 个 外 显 子 , 而 且 它 们 的 长 度 都 很 短 。 真 菌 基因 的 外 显 子 也 较 少 ,小 于 
6 个 ,而 且 它们 的 长 度 也 很 短 , 不 到 5 kb; 在 更 高 等 的 真 核 生物 中 ,如 昆虫 和 哺乳 动物 中 ， 
情况 刚好 相反 :只 有 棚 少 量 的 基因 含有 非 断 裂 的 编码 序列 。 昆 虫 的 外 显 子 比较 少 ,一 般 不 
超过 10 个 。 哺 乳 动 物 则 比较 窗 ,一些 种 类 其 至 有 几 十 个 外 显 于 。 

由 于 基因 的 大 小 取决 于 内 合子 的 长 度 和 数目 ,导致 醇 母 和 高 等 真 核 生物 的 基因 大 小 
有 很 大 的 不 同 。 大 杀 数 酵母 基因 小 于 2 kb, 很 少 有 超过 5 kb 的 。 与 此 相反 ,在 高 等 的 真 
核 生 物 中 ,开始 出 现 长 的 基因 , 蝇 类 和 晴 乳 动物 基因 很 少 小 于 2 kb, KEREKES — 100 
kb 之 间 。 人 得当 基因 的 长 度 大 到 一 定 程度 后 ,DNA 的 复杂 性 与 生物 体 的 复杂 性 之 间 开 始 
失去 必然 的 联系 。 例 如 虽然 属于 同一 个 门 , 果 蝇 细 胞 的 DNA 总 量 较 小 而 家 量 绝 胞 的 
DNA 总 量 却 是 它 的 6 倍 。 而 且 在 较 高 等 的 真 核 生物 中 ,基因 类 小 与 外 显 子 的 大 小 和 数目 
之 间 也 没有 必然 联系 。 基 因 的 大 小 主要 到 决 于 它 所 包含 的 内 合子 的 长 度 。 

表 3-1 总结 了 一 系列 生物 体 的 平均 基因 大 小 , 当 比 较 不 同 物种 时 ,我 们 可 以 看 出 从 
低 等 真 核 生物 到 高 等 真 核 生 物 的 mRNA 和 其 基因 的 平均 大 小 略 有 增加 ,平均 外 显 子 数目 
的 明显 增加 是 真 核 生物 的 一 种 标志 。 在 哺乳 动物 .昆虫 . 鸟 类 中 ,基因 的 平均 长 度 将 近 叱 
其 mRNA 长 度 的 5 售 。 


83-1 不 同 生 物 的 平均 基因 大 小 


种 类 平均 外 显 子 孝昌 平均 基因 长 度 {kb) 平均 mRNA 长 度 (kb) 

ES 1 1.6 1.6 

RB 3 1.5 1.5 

Wok 4 4.0 3.0 

TA 4 11.3 2.7 

m 9 13.9 2.4 

哺乳 动物 7 16.6 2.2 
M MM————————————Ld6.6 0 0232, 


第 五 节 — x REX pjDl 


在 某 些 情况 下 SED EL ECELUR PH RT 3E EET e — RU n d , IR] — BE DNA. 序列 
上 可 得 到 不 同 的 mRNA 产物 以 编码 多 种 蛋白 质 。 


一 、 原核 生物 的 重生 基因 


在 绝 胞 基因 中 ,一般 一 段 DNA 序列 只 以 三 种 牌 蝗 质 可 读 框 的 一 种 被 阅读 ,但 是 在 一 

泽 病毒 或 线粒体 基因 中 ,两 个 邻近 的 基因 以 一 种 巧妙 的 方式 发 生 重 得 ,并 以 不 同 的 可 污 杠 

被 阅读 并 表达 ,因此 一 段 相同 前 DNA 序列 可 以 编码 两 个 非 同 源 熏 白质 。 BUS EB LUE 

常 想 对 较 短 ,所 以 天 部 分 序列 对 应 的 蛋白 质 仍 然 有 独特 的 编码 功能 。dX174 的 DNA JF 

列 组 织 上 最 显著 的 特点 是 有 重 亚 基因 (overlapping gene) 和 基因 内 基因 (图 3- 5)。 基 因 B 
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MRK PRERNA Zii ak E OUR A 


E SWD ZA, Aek ot WAAN 
Ld N KASBE RA FI RO 0 eH Le e LR A fil 
/A SN FERI DNA H 5] , {ELA H OR P1 AC Af [e] fr 
/ f NOVO CBUUR. ARAMAIO Fede pn 
F3 joe A ERRER Eu AERA Ho oe EUR 
»" I* | moxpüE. quel SERERE Ie ACER, bn] 
u j jB) HORE PCDAMER LUE SERI PEE kh 
NS [f| m. 
C AA AIEI FE “种 相对 简单 的 情况 : 
NS » SQ 个 基因 包含 在 另 一 个 基因 之 中 ,两 个 其 
UU LN 上 国 使 用 宰 同 的 可 读 椎 ， 小 基因 可 独立 地 
一 k -AEE E RC SE TORIS EG R 


HERE- -I KERT, RAEN 
N35 QAUM TUER UUA PERSE PETER i Pe RE DET 
BIER CAR SER. 
TEEN B HETR V AREA DM de e De T ERE PRU S UE HT CR ACE T 
MEHE J 


—. REESE EE 


J3 EUR HE ALIE REIHE STAR EEN AMRES, A TUE AIR CLE D RE 
MPA AAR PAR TERRAS PUR A RR. ARA RR PR ng. E eA 
办 中 内 含 子 和 外 明子 的 定义 是 相对 的 ,与 它 表达 的 途径 有关、 

在 这 些 基因 中 ,选择 性 的 基因 表达 黎 式 引起 外 电 了 连接 途径 的 转 倒 ， 疡 忆 不 嘲 
定 的 外 四 邓 可 能 选择 性 地 与 不 同 的 外 总 子 连 接 形 成 信鸽 RNA ix bie Pe Fuera ng 
MPRE EH, 28M fla] Ho fS A Fu]. ofa XARA -e AREE RISN(EX SR Pur: 
BUA 种 途径 表 达 时 作为 内 会 了 了。 因为 此 时 -E DNA fg Fidi BUE PEU 6 d I nis 
VL AR BE ai R Fo BR PP EY EA AT. 

如 图 3…6 所 示 , 由 于 选择 性 前 接 使 得 外 显 闻 4 ETETETT 一 个 mRNA 由 ,而 在 六 - 
个 mRNA 中 不 存在 。 在 第 一 种 情况 下 , 它 被 定义 为 外 显 子 ;然而 在 第 二 种 mRNA I] 9T 
时 , 它 却 被 作为 处 最 子 3 和 5 之 间 内 合子 的 NA EUR. GERE RENTE TAL ER 
DNA 序 列 产 牛 有 部 分 重合 序列 的 多 种 蛋白 质 . 

如 大 鼠 的 册 钙 蛋白 下 基因 就 是 利用 这 种 方式 产生 a.B 黄种 产物 ， 在 其 藤 达 时 分 着 合 
才 了 ea, 两 种 外 显 子 。 真 核 生物 采用 这 种 方式 是 很 奇 性 的 ,因为 “方面 高 等 真 核 牛 物 的 
基因 组 十 分 巨大 ,无 法 用 已 知 的 功能 解释 如 此 之 多 的 DNA 含量 。 但 同时 它 却 用 同一 自 
DNA 序列 产生 多 种 产物 。 


80 - 


DNA 


| ANA 


mRNA 


图 3- 6 ”选择 性 剪接 可 产生 不 同 的 RNA 产物 
第 六 节 — 真 核 生物 的 基因 组 [6 
一 、 真 核 生物 的 基因 组 


一 个 物种 的 单 倍 体 的 染色 体 数 日 称 为 该 物 种 的 基因 组 (genome)。 与 原核 生物 相 比 ， 
真 核 生物 基因 组 有 一 些 独 特 的 性 质 。 真 核 生 物 基因 组 的 主要 成 分 被 核 膜 包围 在 按 内 ,与 
细胞 质 分 开 。 组 成 核 基因 组 的 序列 形式 也 与 原核 生物 不 同 , 丰 园 物 种 核 DNA 的 数量 蔗 
蜡 很 大 ,从 色 体 数目 也 不 同 ,而 且 细胞 器 基因 组 的 大 小 也 有 很 大 差异 。 

另外 在 真 核 生物 中 存在 宕 裂 基 因 LT EL ERE PIDE NARRER, EAR B 
还 有 大 量 不 编 妈 重 白质 的 DNA 序列 。 由 于 被 分 成 核 区 和 细胞 质 , 真 核 生物 的 基因 表达 


形式 也 必然 与 原核 生物 不 同 。 
*X3-2 人 的 基因 组 组 成 
mB 8E 大 小 
基因 数目 核 &5 000 -80 000 
EA aeS 37 
SERR 核 40— 45 kb 
线粒体 D. 45kb 
平均 基因 大 小 i0~15 kb 
基因 间距 元 25—30 kb 
平均 外 显 子 太 小 170 bp 
Sae 0.1 kb 
mRNA 大 小 编码 区 i.5 kb 


IFE RFA 0.6 kb 


”- 8] > 


二 、 EB 5 cfi 


-A EE EET IE BS UB DNA 合 量 总 是 恒定 的 。 这 是 物种 的 一 个 特征 ,通常 称 为 
该 物种 的 C 值 。 不 同 物种 的 C 值 差异 很 大 ,最 小 的 枝 原 体 只 有 10° bp, 而 最 大 的 如 某 些 
显 花 植物 和 两 栖 动 物 可 达 10! bp, 图 3- 7 为 不 同 生物 种 类 的 C 值 范围 分 布 图 。 由 图 可 
见 , 随 震 生 物 的 进化 ,生物 性 的 结 枸 和 功能 越 来 越 复杂 ,其 C 值 就 越 大 ,例如 真菌 和 高 等 
植物 问 属于 真 核 生物 ,而 后 者 的 忆 值 就 大 得 多 。 这 一 点 是 不 难 理解 的 ,因为 结构 和 功能 
EEZ ,需要 的 基因 产物 的 种 类 越 多 ,也 就 是 说 需要 的 基因 越 案 ,因而 CERK, 
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B37 TERREA C (4) 


然而 另 一 方面 , 随 着 进一步 的 进化 ,生物 体 复杂 性 和 DNA 会 量 之 间 的 关系 变 模 类 
了 ,出 现 了 很 多 令 人 不 解 的 现象 。 一 些 物种 基因 组 大 小 的 变化 范围 很 窗 。 ARTA, 
RASAR 7] P3 ER ACA 7] PO s ER] FU PR 0) 48 4 但 大 多 数 昆虫 两 栖 动 物 和 植物 的 
情 次 却 不 同 ,在 结构 、 功 能 很 相似 的 同一 类 生物 中 ,甚至 在 宁 缘 关系 十 分 接近 的 物种 之 间 ， 
C 值 可 以 相差 数 十 倍 乃 至 上 百 信 。 突 出 的 例子 是 两 档 动 物 ,C 值 小 的 可 以 低 至 109 bp 以 
P.C 值 大 的 可 以 高 达 101! pp。 而 哺乳 动物 的 C 值 均 为 10? bp 的 数量 级 。 大 们 很 难 相 
信 为 了 区 别 不 同 的 两 框 动物 ,所 需 基因 的 数量 会 有 100 倍 的 差别 ,而且 两 栖 动 物 的 结构 和 
功能 会 比 哺乳 动物 更 复杂 。 

由 于 人 们 无 法 用 已 知 功能 来 解释 基因 组 的 DNA 含量 ,所 以 产生 也 F(C value 
paradox, Xk C 值 悖 理 )。 它 表现 在 两 个 方面 ， 一 个 方面 是 ,与 预期 的 编码 蛋白 质 的 基因 


的 数量 相 比 ,基因 组 DNA 的 含量 过 多 。 另 一 个 方面 是 一 些 物种 之 问 的 复杂 性 变化 范围 
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并 不 大 ,但 是 C 值 却 有 很 大 的 变化 范围 。 这 些 问题 的 解决 有 待 于 进一步 的 研究 。 
三 、 基因 组 的 基因 数目 


从 已 知 其 因 的 数据 ,我 们 癌 以 知道 基因 的 平均 大 小 。 如 果 知 道 基因 组 总 体 大 小 ,我 们 
就 能 粗略 地 计算 出 基因 组 中 基因 的 数目 。 晶 然 一 些 基 因 通 过 选择 性 的 表达 可 产生 一 个 以 
上 的 产物 ,但 这 种 现象 并 不 常见 ,对 基因 组 数目 的 计算 影响 不 大。 

由 于 DNA 中 存在 非 编码 序列 ,使 计算 产生 误差 , 故 须 确定 基因 密度 。 为 准确 地 确定 
基因 数目 ,需要 知道 整个 基因 组 的 DNA 序列 。 篆 前 已 知 酵母 基因 组 的 全 序列 ,其 基因 密 
度 较 高 ,平均 每 个 可 读 框 (open reading frame,ORE) 为 1.4kb, 而 基因 间 的 平均 分 隔 为 
600 bp, 即 大 约 加 0%% 的 区 域 由 可 读 杠 占据。 其 中 约 一 半 基 因 是 已 知 的 基因 或 与 已 知 基 因 
有 关 的 基因 ,其 余 是 新 基因 ,因此 可 推测 未 发 现 基 因 的 数目 。 由 此 推 知 细 苗 可 能 有 2400 
个 基因 ,酵母 为 6000 个 , 果 蝇 为 9000 个 ,哺乳 动物 高 达 125 000 个 。 


33-3 不 同 生物 的 基因 数目 


种 类 基因 组 太 小 (bp) 基因 数目 
Tg iE 1.0x 10$ 750 
ME T4 1.6 x 10 200 
XH 4,2x 108 2350 
as 13x10 6100 


EI 1.4x 10* 8750 


人 3.3x 10° 65 000 —80 000 


BUR A RIGÉ 3EDS LR ED SET BE , BOXE DL E Ao ATDBLSE SETS A BEIGE RD 
一 些 物种 的 基因 数目 ,但 这 只 是 一 个 最 小 值 ,真正 的 基因 数目 往往 大 得 多 。 此 外 通过 测序 
鉴定 可 读 框 也 可 以 推测 基因 数目 ,但 这 种 方法 也 有 缺陷 ;例如 有 的 可 读 框 可 能 不 是 基因 ， 
尤其 当 可 读 框 很 短 时 ;而 且 一 些 基 因 的 外 显 子 在 分 离 时 可 能 会 断裂 ,这 都 导 玫 过 高 估计 其 
因数 自 。 所 以 鉴定 所 有 的 可 读 框 可 得 到 基因 数目 的 最 大 值 。 

务 一 种 测定 基因 数目 的 方法 是 计算 表达 基因 的 数目 。 在 消 椎 动物 细胞 中 平均 表达 
10 000—20 000 个 基因 。 但 由 于 在 细胞 中 表达 的 基因 只 占有 机 体 整 个 基因 数目 的 一 小 部 
分 ,所 以 这 个 方法 也 不 能 准确 估计 基因 数目 。 一 般 真 核 生 物 的 基因 是 独立 转录 的 ,每 个 基 
因 都 产生 一 个 单 顺 反 子 的 信使 。 秀 页 路 杆 线虫 (C， elegans) 的 基因 组 是 个 例外 ,其 中 
25% 的 基因 能 产生 多 顺 反 子 的 转录 产物 ,通过 剪接 表达 出 多 种 蛋白 质 。 这 种 情况 会 影响 
对 基因 数目 的 测定 。 


四 、 必 需 基因 和 基因 总 数 


男 一 个 与 基因 数 且 有 关 的 工作 是 通过 突变 分 析 确 定 必需 基因 的 数量 。 如 果 在 染色 体 
一 段 区 域 充满 致死 突变 ,通过 确定 致死 位 点 的 数量 就 可 得 知 这 段 染 色 体 上 必需 基因 的 数 
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量 ， 然 后 外 推 至 整个 基因 组 ,我 们 可 以 计算 出 必需 基因 的 总 数 。 利 用 这 个 方法 ,计算 出 果 
日 的 致死 基因 数量 为 5000。 如 果 果 蝇 和 人 的 基因 组 的 情况 相隔 ,我们 有 可 能 预测 人 有 
100 000 个 以 上 致死 基因。 但 测定 的 致死 位 点 , 即 必需 基因 的 数目 必然 小 于 基因 总 数 。 目 
前 我 们 还 无 法 知道 非 必 需 基 因 的 数量 ,通常 基因 组 的 基因 总 数 可 能 与 必需 基因 的 数量 处 
于 相间 的 数量 级 。 

通过 在 酵母 中 确定 必 澳 基因 比例 的 实验 发 现 ; 当 在 基因 组 中 湖 机 引入 持 人 突变 时 ,只 
有 12% 是 致死 的 , 男 外 的 14 96 EH RSEAE C ,大 多 数 插 人 没有 作用 。 因 为 插 人 序 剂 携带 了 转 
这 终止 信号, 央 此 应 沪 阻 碍 所 插 人 基因 的 表达 。 所 以 醇 母 表达 基因 中 4096 Re dE A88 d 
KH. 这 是 因为 存在 着 元 余 基因 , 即 许多 基因 是 多 拷贝 的 。 伍 我 们 无 法 确定 多 少 基因 是 唯 
一 的 ,多 少 基因 是 宛 余 的 。 


第 七 节 真 核 生物 DNA FJJ] 
一 、 真 核 生物 DNA 的 得 性 动力 学 
复 性 过 程 是 一 个 复杂 的 多 步 反应 过 程 。 复 性 的 第 一 步 是 当 两 条 单 链 相 互 碰撞 时 LR 
如 在 某 个 区 域 遇 到 应 确 的 配对 ,就 会 先 形成 一 个 双 链 核心 。 核 心 形 成 后 互补 链 能 很 快 地 


相互 配对 ,完成 复 作 过 程 ,核心 的 形成 是 荫 速 步骤 。 复 性 过 程 基本 上 符合 二 级 反应 动力 
学 , 故 称 复 性 动力 学 (reassociation kinetics)。 单 链 消 失 的 速度 可 用 下 面 的 公式 表示 ， 


= e 

其 中 C 为 上 时 间 时 单 链 DNA a, 为 二 级 反应 常数 。 上 面 的 公式 可 以 重 排 为 ， 
EX = dt 

对 上 式 积分 得 亡 - 志 =k 

可 重 排 为 &^ ides 


此 公式 表明 反应 中 单 链 DNA HANER Cot, BOÐI f e HERO IS REIHE DR] UII AM 
{图 3 8). 


在 一 个 特定 的 实验 中 , Co 是 已 知 的 ,C 的 浓度 是 可 以 测定 的 ,如 以 全 对 Cor 作 图 ,可 
ü 
得 到 如 图 3- 8 所 示 的 曲线 , 称 为 Cot MR. HEREN, E -12,0 Cor f 
0 


定义 为 Cozuzy 可 以 看 出 Cota 二。 如 前 所 述 ,很 多 因素 会 影响 复 性 的 速度 ,但 我 们 如 
果 把 所 有 的 可 变 因 素 包括 温度 .离子 强度 .片段 的 大 小 都 控制 起 来 ,那么 剩 下 的 唯一 可 变 
因素 就 是 DNA 序列 的 复杂 性 (complexity)X。DNA 分 子 序 列 的 复杂 性 定义 为 ,最 长 没有 
重复 序列 的 核 攻 酸 对 数值 。 复杂 人 性 与 Cotia WIE Ib. X = Cotiso 对 于 在 DNA BORA 


草 复 序列 的 有 机 体 来 说 ,X 就 是 以 核 背 酸 对 所 表示 的 基因 组 的 大 小 。 两 种 不 同 复杂 性 的 DNA 
84 ， 


序列 , 当 DNA 的 绝对 含量 ( 即 总 的 核 昔 酸 数 ) 相 同时 , 则 复杂 性 小 的 DNA 分 子 浓度 高 , 复 
性 就 快 ,需要 的 时 间 t 就 短 , 因 而 Coiu2 值 就 小 ;而 复杂 性 大 的 DNA 复 性 烛 , CER 
大 。 以 大 肠 杆 菌 的 Cotia 为 标准 ,就 可 以 计算 出 待 测 样 咒 的 复杂 性 ,其 计算 公式 为 ， 
_4.2X10 bpXx 样 品 DNACoti 
B AmE DNACot12 


| 
起 始 状 态 


0.01 0.1 1 10 100 
Cot GRBE x 时 间 ) 


图 3-8 Cot 曲线 
从 图 3-9 可 以 看 出 ,各 种 原核 生物 DNA 的 Cot 曲线 形状 都 很 相似 ,跨度 -- 般 只 有 两 


个 数 基 组 ,只 是 Cotlt2 值 不 同 。 表 明 各 种 原核 生物 的 DNA 都 是 单一 序列 ,只 是 其 序列 复 
杂 性 不 同 。 


I 3500 — L7XH 42x10 bp 


V 


复 性 分 数 


10* 10” 10* 107 107 10" | 149 jo 
{摩尔 X 黎 / 升 ) Cu, 
2x10 8x0? 3x0 9 Cn, 


Bl 3-9 不 同 种 类 原核 生物 的 Cor 曲线 


真 核 生 物 的 DNA 复 性 情况 就 不 阿 了 ， 
不 但 曲线 的 形状 不 同 ,而 且 带 常 跨 越 7 一 8 
个 数量 级 .图 3- 10 是 -- 个 真 核 生 物 DNA 


复 性 曲线 的 模式 图 ;可 以 看 出 , 复 性 反应 分 
三 个 组 分 进行 ,每 个 组 分 代表 基因 组 中 不 同 
Eom 复杂 性 的 序列 类 型 ,整个 基因 组 DNA 为 
l 7.0X10* bp. 第 一 相 为 快 复 性 组 分 ,代表 

im do 16 e o 10 ao uw T 2396 89$ DNA, Cor 值 范围 为 10“ 一 2 


Cartii x10 习 ,Cotiz=0.0013。 第 二 相 为 中 间 复 
性 组 分 ,代表 了 30% 的 总 DNA, Cor 值 范围 
为 0.2~100, Cozia 7 1.9. 8$ — HORE 
性 组 分 , 占 总 DNA BO 4596 , Cot 值 范围 为 80— 10 000, Catia — 630, 

由 于 体系 中 存在 多 种 组 分 ,每 一 组 分 的 实际 浓度 与 单独 复 性 时 不 同 。 如 对 于 第 三 组 
分 来 说 ,由 于 它 占 总 DNA 的 4596 ,其 浓度 Co 也 是 总 Co 的 45% ,因而 它 实际 的 Cot io Il 
该 为 630 x 4596 = 283 ,就 是 说 如 果 把 这 一 组 分 提取 出 来 单独 作 复 性 实验 ,其 Cro = 
283. 假定 在 同样 条 件 下 大 肠 杆 菌 的 Cofia=4.0, 就 可 以 计算 出 第 三 组 分 的 复杂 性 为 
3.0x I0* bp, 同 样 可 以 算出 第 二 组 分 的 复杂 性 为 6x 105 bp, 第 - -组 分 为 340 bps 

其 中 每- 组 分 的 重复 频率 F= PREDNA 总 长 度 x 这 个 组 分 占 的 比例 cs 


= 


f 3-10. 真 核 生物 DNA 复 性 动力 学 模式 图 


由 第 二 组 分 的 重复 频率 py TOU SE I, 而 第 二 组 分 /为 350, 第 一 组 分 f 
为 50 000, 

住 实际 工作 中 ,往往 不 知道 茜 内 纺 的 大 小 ,这 时 也 可 利用 以 上 的 公式 ,假设 复 性 最 慢 
的 组 分 为 单 -- 序 列 ,重复 产 率 fEl, 以 而 计算 出 基因 组 大 小 的 近似 值 。 

根据 DNA 复 性 动力 学 的 研究 , 真 核 生物 的 DNA 序列 可 以 分 为 4 种 类 型 ， 

(OB A 8] XR 3E 3& f (nonreplicative) HE 1f , 在 一 个 基因 组 中 只 有 -0# 
N , 真 核 生物 的 天 多 数 基因 都 是 单 措 贝 的 。 

(2) 轻 度 重复 序列 在 一 个 基因 级 中 有 2~10 个 拷贝 {但 2-3 TP USE EU 
FESI), WAEA DR AER: tRNA 基因 。 以 上 一 者 对 应 于 慢 复 性 组 分 。 

(3) 中 度 重 复 (moderately repetitive) 序 列 对 应 于 中 间 复 性 组 分 ,有 十 至 几 百 个 抽 
贝 。 中 度 重复 序列 一 般 是 不 编码 的 序列 ,它们 可 能 在 基因 调控 中 起 重要 的 作用 ,包括 开启 
或 关闭 基因 的 活性 促进 或 终止 转录 .DNA 复制 的 起 始 等 。 这 些 重复 序列 的 平均 长 度 大 
约 300bp。 它 们 在 一 起 构成 了 序列 家 族 。 与 非 重复 序列 相间 排列 、 

(4) &.E E X (highly repetitive) $ 5j 对 应 于 快 复 性 组 分 ,有 凡 百 T 37/JLE 7774€ 
贝 。 其 中 ,有 一 些 是 重复 数 百 次 的 基因 ,如 rRNA 基因 和 某 些 tRNA 基因 ;大 多数 是 重复 
程度 更 高 的 序列 。 

不 同 生 物 中 非 重 复 基 因 占 基因 组 的 比例 差别 很 大 。 原核 生物 合 有 完全 不 重复 的 
DNA , 低 等 真 核 生物 的 大 部 分 DNA 是 非 重复 的 。 重复 组 分 不 超过 2 名 ,而且 基本 是 中 等 
程度 重复 组 分 。 在 动物 细胞 中 ,接近 一 半 的 基因 组 DNA 被 中 等 或 高 度 重复 的 组 分 占据 。 

8^5 , 


在 植物 和 两 柄 动物 中 , 非 重复 的 DNA 只 占 基因 组 的 很 小 一 部 分 ,中 等 和 高 度 重复 的 组 分 
高 达 8096, 

真 核 基 央 组 的 序列 组 织 形式 千 盖 万 别 。 在 -- 些 多 倍 体 植物 中 没有 非 重复 的 DNA, 复 
性 最 慢 的 组 分 也 有 2 一 3 或 更 多 的 拷贝 。 而 在 螃 奢 的 基因 组 中 ,没有 中 等 重复 的 DNA, 只 
有 高 度 重复 和 非 重复 的 DNA。 在 低 等 真 核 生物 中 ,没有 高 度 重 复 的 DNA, 

在 简单 的 生物 体 中 , 非 重复 DNA, 的 长 度 随 基因 组 大 小 的 增加 而 增加 。 但 很 少 有 非 
重复 DNA 组 分 超过 2x10? bp 的 生物 体 。 当 基因 组 的 大 小 在 3x 10? bp( 如 哺乳 动物 ) 以 
上 时 , 随 着 基因 组 大 小 的 进一步 增加 , 非 重 复 DNA 组 分 将 不 再 增加 ,只 是 重复 组 分 的 数 
量 和 比例 的 增加 。 基 头 组 非 重复 DNA 的 含量 与 有 机 体 的 复杂 性 一 致 。 如 大 上 肠 枉 菌 为 
4.2X 10* bp, 秀 丽 隐 杆 线虫 为 6.6x107 bp, 果 蝇 约 为 1 x 108 bp, 哺 乳 动物 为 2x 109 bp, 


二 、 真 核 生物 的 单一 序列 


利用 RNA 作 探 针 进 行 的 RNA-DNA 之 间 的 核酸 杂交 可 鉴定 基因 组 中 的 结构 基因 。 
在 DNA 驱动 的 杂交 反应 中 (DNA 过 量 ) ,只 有 一 小 部 分 RNA( 小 于 1090089 Cotia Xt MEF 
中 等 重复 序列 ,而 大 部 分 组 分 的 Coria 对 应 于 非 重复 的 DNA。 通 常 占 总 RNA HEAT 5096. 
那些 没有 测 出 杂交 反应 的 组 分 可 能 也 代表 非 重复 序列 。 也 就 是 说 , 绝 大 多 数 mRNA, Hf 
能 高 达 80% ,是 同 非 重 复 DNA 组 分 结合 的 。 表 明太 多 数 结构 基因 位 于 非 重 复 DNA 序列 
E BIET ZR P BOE YE. DNA 序列 决定 生物 体 的 复杂 性 。 


三 、 真 核 生 物 的 重复 序列 


基因 组 的 很 大 一 部 分 是 由 -系列 紧密 相关 的 非 等 位 DNA 序列 构成 , 称 为 DNA 序列 
家 族 DNA sequence family 或 重复 DNA, 其 中 包括 有 编码 功能 的 基因 家 族 , 也 包括 没有 编 
码 功 能 的 重复 DNA 序列 家 族 。 


(一 ) 基 因 家 族 


1, 基 因 家 族 和 基因 入 


基因 家 族 {gene famiiy) 是 真 核 生物 基因 组 中 来 源 相同 ,结构 相似 ,功能 相关 的 一 组 基 
因 。 尽 管 基因 家 族 各 成 员 序 列 上 具有 相关 性 。 但 它们 序列 相似 的 程度 以 及 组 织 方式 不 
f]. 其 中 大 部 分 有 功能 的 家 族 成 员 之 间 相 似 程度 很 高 。 但 也 有 些 家 族 成 员 间 的 差异 很 
大 ,其 至 还 有 无 功能 的 假 基 因 (pseudogene)。 基因 家 族 的 成 员 在 染色 体 上 的 分 布 形 式 是 
个 同 的 ,其 中 一 些 基因 家 族 的 成 员 在 特殊 的 染色 体 区域 上 成 能 存在 ,而 另 一 些 基因 家 族 的 
成 员 在 整个 染色 体 上 广泛 地 分 布 ,甚至 可 存在 于 不 同 的 染色 体 上 。 根据 家 族 成 员 的 分 布 
形式 可 把 不 同 的 基因 家 族 分 为 成 簇 存 在 的 基因 家 族 (clustered gene family) s d£ BL SE EJ 
散布 的 基因 家 族 (interspersed gene family). 

1) SEIS SE (gene cluster) ;基因 家 族 的 各 成 员 紧 密 成 铂 排 列 成 大 段 的 串联 重复 单位 ， 
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定位 于 染色 体 的 特殊 区 域 。 它 们 是 同一 个 祖 


10 20 30 aU 50 k 


— 2 


C L  L——1 先 基因 扩 增 的 产物 。 也 有 一 些 基因 家 族 的 成 

8 员 在 人 染色体 上 的 排列 并 不 十 分 紧密 ,中 间 可 

Z We Ya Waa? al B Eas ' 些 无 关 的 序列 。 便 总 体 来 说 ,它们 

分 布 在 染色 体 上 相对 集中 的 区 域 。 基 因 钱 中 

Uem 也 包括 没有 生物 功能 的 假 基因 。 通 常 基因 入 

eo G A wh A B 内 各 序列 癌 的 同 源 性 大 于 基因 簇 间 的 序列 同 
| 源 忻 (图 3-11)。 

f: Act 2) 散布 的 基因 家 族 .家 族 成 员 在 DNA 


EXER 上 无 明显 的 物理 联系 ,甚至 分 散在 多 
图 3 11 AXX a RE mA REHE 分 别 k x H 
IELRLAE EL RR Ld T GEL EEG LY 条 染色 体 上。 各 成 员 在 序列 上 有 
B DESEE. TZI. EP PETHEK., (Hx RR 
BERSARA ARERR E, E 

们 来 源 于 RNA 4p ERE, 


2. 广 义 的 基因 家 族 


按照 基因 家 族 成 员 之 间 序 列 相似 的 程度 ,广义 上 基因 家 族 可 分 为 以 下 几 类 ， 

1) -类 是 经 典 的 基因 家 族 ,家 族 中 各 基因 的 全 序列 或 至 少 编码 序列 具有 高 度 的 序列 
同 源 性 。 例 如 rRNA 基因 家 族 和 组 蛋白 基因 家 族 。 基 站 家 族 的 各 成 员 之 间 有 极 
高 的 序列 同 源 性 。 这 是 因为 在 进化 过 程 中 ,家 族 成 员 有 自动 均一 化 的 趋势 。 它 们 
的 特点 是 : 呈 各 成 员 间 有 高 度 的 序列 一 笋 性 ,甚至 完全 相同 。 因 拷贝 数 育 , 常 有 几 
TZ SLBTIOJEM BI X d B—X 

2) 一 类 基因 家 族 各 成 员 的 编码 产物 上 具有 大 段 的 高 度 保守 氨基 酸 序 列 。 这 对 基因 
发 挥 功能 是 必 不 可 少 的 。 这 些 基 因 家 族 的 各 基因 中 有 部 分 十 分 保守 的 序列 。 但 
家 族 成 员 间 总 的 序列 相似 性 却 很 低 。 

3) 还 有 -类 基因 家 族 各 成 员 的 编码 产物 之 间 只 有 一 些 很 短 的 保守 和 氨基酸 序列 ,从 
DNA 水 平 上 看 ,这 些 基因 人 家族 的 成 员 之 间 的 序列 同 源 性 更 低 。 但 其 基因 编码 产 
物 具 有 相同 的 功能 ,因为 在 蛋白 质 中 存在 发 挥 生 物 功能 所 必 不 可 少 的 保守 区 域 。 

4) HISEIR CO (gene superfamily) 中 各 基因 序列 闻 设 有 辕 源 性 ,但 其 基因 产物 的 功能 
相似 。 贷 白质 产物 中 虽 没 有 明显 保守 的 氨基 上 通 序 列 ,但 从 整体 上 看 却 有 相同 的 结 
构 特 征 。 如 免疫 球 蛋 白 家 族 。 


(Z) 基因 外 的 重复 DNA 序列 


除了 基因 家 族 外 ,染色 体 上 还 有 大 量 无 转录 活性 的 重复 DNA 序列 家 族 。 与 在 基因 
家 族 中 的 组 织 形式 类 似 , 它 们 也 有 两 种 组 织 形式 。-- 种 是 串联 重复 DNA, ILE £P dk Y 3 
色 体 的 特定 区 域 。 另 一 种 是 散布 的 重复 DNA ,重复 单位 并 不 成 能 存在 ,而 是 分 散 于 染色 
体 的 各 个 位 点 上 ， 它们 也 来 源 于 RNA IBIR transposition) ii. RU BS ECCE AJ 
家 族 的 许多 成 员 是 可 转移 的 元 件 ,不 稳定 的 ,可 转移 至 基因 组 的 不 同位 置 ， 
* 8 ， 


1. 了 卫星 DNA 


(1) 荆 这 DNA ”有些 高 度 重 复 DNA 序列 的 碱 基 组 成 和 主力 密度 同 主体 DNA 有 区 


别 , 在 浮力 密度 梯度 离心 时 ,可 形成 不 同 于 主 
DNA 带 的 卫星 带 ， TE DNA 的 名 称 由 此 而 
来 。 LE DNA 由 许多 简单 的 重复 单位 组 成 。 
这 些 序列 一 般 对 应 于 染色 体 上 的 异 染 区 域 。 也 
有 一 些 高 度 重复 序 别 的 碱 基 组 成 与 总 体 DNA 
相差 不 大 ,不 能 通过 祥 力 密度 梯度 离心 法 分 离 
(图 3- 12)。 

(2) 卫 星 DNA 的 分 类 ”根据 重复 单位 的 
大 小 ,这 些 非 编码 的 高 度 重复 的 DNA 序列 可 进 
一 步 分 为 卫星 DNA (satellite DNA), 小 卫星 
DNA Cminisatellite DNA), $& I £ DNA (mi- 
crosatellite DNA) ZÆ (R 3-4), TÆ DNA 由 
KS EE HER HET SE, — NON SLT Re B E 
异 染 区 域 。 小 卫星 DNA 由 中 等 大 小 的 串联 重 
复 序列 组 成 ,位 于 理 近 染色 体 末端 的 区 域 ,也 可 
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图 3-12 卫星 DNA 


分 艇 在 核 基因 组 的 多 个 位 置 上 ,一般 没 有 转录 活性 ,其 中 有 一 些 高 变 的 小 卫星 DNA, € 
们 的 重复 单位 之 间 的 序列 有 很 大 不 同 。 但 都 含有 一 个 基本 的 核心 序列 :GGGCAGGAXG， 
多 数 车 近 端 粒 ,还 有 一 些 位 于 其 他 的 位 点 。 另 一 类 小 卫星 DNA 是 端 粒 DNA, 它 的 主要 成 
分 是 六 核 昔 酸 的 串联 重复 单位 TTAGGG, 作为 一 种 缓冲 成 分 ,在 真 核 生物 染色 体 未 端的 
复制 中 起 重要 作用 。 微 卫星 DNA 是 由 更 简单 的 重复 单位 组 成 的 小 序列 ,分 散 于 基 末 组 


中 ,大 多 数 重复 单位 是 二 核 苷 酸 , 也 有 少量 含有 三 


核 苷 版 和 四 核 背 酸 的 重复 单位 。 


3-4 人 基因 组 的 主要 由 联 量 志 序列 


分 类 KEE TEX p) A f Hee fir 
卫星 DNA 100 kb- 3: Mb 
卫星 序列 2 和 3 5 整个 染色 体 
卫星 序列 | 2548 X830 6 Hl ob 
AEH f 3-366 f Mi EXC hh 
í i71 Brs i & pap en er 
RSau3A 家族) 68 1,9,13,14,15,21,22 导 
和 六 染 色 体 的 着 经 蒂 
小 卫星 DNA 0.1—20 kb 
SORGE 6 BH He te Hog t 
BOX 9—24 所 有 染色 体 
A ER RU 
Hi E DNA 小 于 150 bp 1-4 所 有 染色 体 


(3o 95 E X DNA H8) X 在 高 庶 分 散 的 重复 DNA Ikt SALEH BEL 
件 ,根据 其 大 小 不 同 , 可 分 为 短 散 布 元 件 {short interspersed clement, SINE ) 和 长 散布 元 件 
(long interspersed element, LINE)。 比 较 典 型 的 SINE 是 人 的 Alu 重复 序列 家 族 ( 表 
3-5)。 在 共 他 哺乳 动物 中 也 有 类 似 的 序列 ,如 鼠 的 BI 家 族 。 

Alu 家 族 成 员 众多 ,大约 有 几 十 万 个 ,平均 每 6 kb 就 有 一 个 ,每 个 长 度 约 300 bp ,在 
其 序列 中 有 ACCT 序 列 ,可 被 限制 性 内 切 核酸 酶 AruI 所 切割 ,所 以 得 名 。Alw 家 族 的 
各 个 成 员 之 间 有 很 大 的 同 源 性 ,从 Au 家 族 序列 的 长 度 和 重复 频率 上 看 ,Alz 序列 都 更 
像 高 度 重 复 序列 ,但 它们 不 同 于 高 度 重复 序列 的 帅 联 集中 分 布 ,而 是 广泛 地 分 布 在 非 重复 
序列 之 间 。 


m3-s 人 类 主要 的 散布 的 重复 序列 


种 类 重复 单位 大 小 H LAE 
o Als Sg 280 bp 700 000 ~ 1000 000 
LINE - 1 X 全 长 6.1 kb, FHKE 1.4 kb 60 QUO ~ 100 000 
MER 家 让 PRIN H 100 QUO - 200 000， 
每 个 家 族 200- LO 000 
THE -1 家族 2.3 kb 10 000 
HERV/RTLV UK 全 长 6~10 kb A 


第 八 节 ”细胞 器 基因 组 4-16] 


真 核 生物 有 两 类 细胞 器 能 携带 遗传 物质 ， 即 绕 粒 体 (mitochondrion), 和 叶绿体 
(chloroplast) 。 大 多 数 动物 细胞 只 有 线粒体 ,植物 细胞 购 有 线粒体 又 有 叶绿体 。 

线粒体 和 叶绿体 DNA, 可 编码 自身 所 需 的 蛋白 质 及 RNA 和 IRNA, 但 细胞 器 基因 组 
并 个 编码 全 部 所 需 的 蛋白 质 ,只 编码 其 中 的 一 部 分 ,其 余 所 需 的 蛋白 质 及 酶 均 由 核 基因 纺 
码 , 在 细胞质 中 的 皇 白 质 合成 系统 合成 后 输入 线粒体 和 叶绿体 . 细胞 器 膜 不 允许 核酸 分 
闻 道 过 ,因此 二 者 基 关 表达 所 震 的 RNA 均 由 自身 提供 。 而 细胞 器 中 的 mRNA 不 能 透 过 
细胞 器 膜 进 人 细胞 质 中 ,所 以 必须 含有 自 已 的 蛋白 质 合成 系统 。 

大 多 数 细胞 器 DNA 是 环 状 的 DNA 序列 。 在 蘑 些 低 等 真 校生 物 中 也 有 少量 的 线 粒 
体 DNA 是 线性 分 子 。 通常 在 一 个 细胞 中 有 许多 细胞 器 ,每 个 细胞 器 中 有 其 基因 组 的 许 
多 拷贝 。 所 以 每 个 细胞 中 有 大 量 的 细胞 器 DNA, 

叶绿体 基因 组 比较 大 。 在 高 等 植物 中 通常 为 140 kb, 在 低 等 真 核 生物 中 常常 高 达 
200 kb。 支 物 细胞 线粒体 基因 组 比较 小 , 人 . 鼠 , 牛 都 是 16.5 kb。 与 核 DNA 相 比 , 线 粒 
fk DNA 的 所 占 比 例 很 少 , 只 有 不 到 196. 酵母 线粒体 基因 组 很 大 ,酿酒 酵母 为 84 kb, t 
A UR 22 个 线粒体 ,每 个 细胞 器 有 4 个 拷贝 。 在 生长 的 细胞 中 ,线粒体 DNA 的 比例 高 达 
18%。 植 物 线粒体 DNA 的 大 小 差异 很 大 ,最 小 100 kb, 

线粒体 有 自己 的 蛋白 硕 合 成 体系 ,其 中 rRNA 和 tRNA 均 由 线粒体 自身 编码 合成 。 

.0 ， 


线粒体 的 tRNA 比 核 基因 编码 的 fRNA 要 小 。 其 RNA RAM AR- tRNA 合成 酶 和 核 
糖 体 蛋 白质 均 由 核 基因 编码 。 尽 管 是 由 核 基 因 编 码 的 ,但 合成 系统 的 蛋白 质 组 分 却 是 细 
胞 器 专用 的 ,它们 东 同 于 细 乃 质 中 蛋白 质 合 成 系统 的 蛋白 质 成 分 。 创 如 ,叶绿体 和 线粒体 
中 的 蛋白 质 合 成 系统 对 于 抑制 细菌 蛋白 质 合成 的 抗生素 如 红 震 素 、 氧 霉 素 很 敏感 ;而 细胞 
质 的 蛋白 质 合成 系统 对 环 已 酰 亚 胺 敏感 。 


类 3-6 人 线粒体 基因 组 与 核 基 因 组 的 协同 作用 


产物 线粒体 基因 组 编码 槟 基因 组 编码 
SUL AER GE 13 亚 基 28033 
NADH K AW 74 x >4I 亚 基 
CoQ HE ERE 4 XEM 
细胞 色素 bel 上 亚 基 10 亚 基 
细胞 色素 c 氢化 本 3 亚 基 训 亚 天 
ATP & RS 233 14 XX 
2 rRNA 
yu IRN 所 有 线粒体 
RURGSUS a BEEE (H 70) 
所 有 线粒体 蛋白 质 、 
如 DNA SCA BE, 
SERRER RNA RON AIA, 


SAISIR ELIGE REER 
一 一 一 一 一 一 一 一 一 ~ a a 


线粒体 其 他 蛋白 质 的 合成 也 常常 由 核 基因 组 和 线粒体 基因 组 共同 参与 。 在 酵母 线 粒 
体 中 是 ATP 酶 由 两 个 单位 Fo 和 F 组 戌 的 复合 体 ,其 中 跨 膜 因子 Fo 前 三 个 亚 基 由 线 粒 
体 基因 组 编码 ,而 可 溶性 的 F ATP 本 的 5 个 亚 基 是 由 核 基 因 组 岗 码 在 细胞 质 里 合成 的 。 
细胞 色素 c 氧化 酶 的 各 亚 基 也 是 两 个 基因 组 共同 编码 。 细胞 色素 bcl 复合 物 的 一 个 蛋白 
质 亚 基 来 源 于 线粒体 ,而 6 个 亚 基 来 源 于 细胞 质 。 核糖 体 的 小 亚 基 也 包含 线粒体 编码 的 
蛋白 。 目 前 人 线粒体 的 基因 性 质 已 经 研究 清楚 ( 表 3 - 6)。 

叶绿体 基因 组 也 编码 与 蛋白 合成 有 关 的 rRNA 和 tRNA, 其 tRNA 与 线粒体 中 的 类 
似 。 叶 绿 体 基 因 组 可 编码 大 约 50 种 蛋白 质 ,包括 RNA 聚合 酶 和 一 些 核糖 体 蛋 白 。 同 
样 ,叶绿体 基因 是 由 叶绿体 中 的 系统 转录 和 翻译 的 。 

叶绿体 的 蛋白 合成 系统 与 细菌 的 很 相似 。 许多 核糖 体 蛋 白 质 与 大 肠 杆 菌 的 同 源 。 
RNA FRE ,8.B' 亚 基 的 基因 与 大 肠 杆 菌 的 核心 酶 基因 向 源 。 但 是 编码 B' 亚 基 的 基因 
含有 一 个 内 含 子 。 叶 绿 体 的 内 含 子 分 为 两 类 ，- 类 位 于 tRNA 基因 上 ,类 似 醉 母 核 tRNA 
基因 的 内 含 子 ;一 类 位 于 编码 蛋白 的 基因 上 ,类 似 线粒体 的 内 合子。 

叶绿体 的 作用 是 进行 光合 作用 ,大 多 数 叶绿体 基因 产物 是 类 棵 体 膜 的 成 分 或 与 氧化 
还 原 反 应 有 关 。 有 些 复合 物 与 线粒体 复合 物 一 样 ,一 部 分 亚 基 由 细胞 器 基因 组 编码 而 另 
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-- 部 分 亚 基 由 核 基因 组 编码 。 在 叶绿体 中 也 有 只 由 一 个 基因 组 编码 的 蛋白 质 。 

在 已 鉴 定 了 的 叶绿体 基因 中 ,45 个 基因 的 产物 为 RNA,27 个 基因 的 产物 是 与 基因 表 
达 有 关 的 重 白 ,18 个 基因 编码 类 历 体 膜 的 重 白质 ,还 有 10 个 基因 的 产物 与 电子 传递 功能 
有 关 。 


第 九 节 “基因 鉴 定 Im 


构建 DNA 物理 图 谱 的 基本 目 竟 是 在 特定 染色 体 区 域 中 对 基因 定位 。 当 我 们 获得 一- 
段 DNA 序列 的 克隆 时 ,如 何 确定 它 是 基因 序列 或 仅仅 是 没有 编 色 功能 的 DNA 呢 ? 在 理 
论 上 基因 的 DNA 序列 和 非 编码 DNA 序列 有 两 个 主要 的 区 别 : 首 先 所 有 有 活性 的 基因 都 
能 表达 并 产生 RNA 产物 ,主要 是 mRNA, mRNA 可 与 DNA 上 的 基因 序列 杂交 。 其 次 , 基 
内 的 DNA 序列 通常 是 保守 的 ,因为 基因 表达 药 产 物 是 细胞 发 挥 功 能 所 必需 的 ,在 缩 码 产 
物 的 序列 上 发 生 的 罕 变 往往 对 生物 体 不 利 , 在 自然 选择 的 过 程 中 会 被 除去 ,因此 DNA 的 
编码 序列 和 调控 序列 与 非 编 码 序列 相 比 在 进化 中 十 分 保 字 。 另外 ,在 编码 DNA 中 如 果 
突变 产生 终止 密码 子 将 使 其 产物 丧失 生物 功能 而 使 突变 基因 在 自 然 选 择 中 被 淘汰 ,而 在 
非 编码 DNA 中 对 应 于 终止 密码 子 的 DNA. 三联 体 不 会 被 选择 掉 , 因 此 基因 序列 与 非 编码 
DNA 序列 相 比 经 常 含有 相对 长 的 可 读 框 。 利用 基因 的 这 些 特 征 ,人 们 采用 以 下 一 些 方法 
来 确定 在 一 段 DNA 序列 上 是 否 存在 基因 。 


一 、 与 RNA 或 cDNA 杂交 


因为 基因 表达 将 产生 与 基因 本 身 序列 互补 的 RNA 产物 , 待 测 的 DNA 克隆 作为 杂交 
探 针 与 从 不 同 组 织 中 提取 的 mRNA 或 总 RNA 进行 Northern 印迹 (Northern blot) ez, 
出 现 阳性 结果 则 表明 在 克隆 片段 中 可 能 存在 基 办 ,这 时 可 用 适 当 的 cDNA 文库 作 进 一 步 
筛选 。 但 这 个 方法 有 两 个 缺点 ;首先 ,有 些 基因 可 能 只 在 特殊 的 组 织 细胞 中 或 特定 的 发 育 
BIBAT GS ,有 时 RNA 产物 或 cDNA 文库 中 可 能 无 此 基因 的 产物 ;另外 ,外 显 子 序 
列 在 探 针 中 的 比例 可 能 很 低 , 导 致 杂交 信和 号 的 强度 降低 ,如 果 基 因 不 是 强烈 表达 ,阳性 杂 
交 的 信号 可 能 不 容易 检测 出 来 。 


二 、Z00-bljot 杂交 


由 于 面临 自然 选择 压力 基因 的 编码 序列 在 许多 物种 中 都 是 保守 的 ,相反 非 编码 DNA 
序列 相对 快速 地 积累 突变 ,在 种 间 不 是 十 分 保守 。Zoo-blot 利用 像 守 基因 的 两 个 特性 检 
测 基因 的 存在 ,首先 与 不 同 种 类 的 基因 组 样品 进行 Southern 印迹 杂交 ,产生 阴性 杂交 信 
号 的 基因 组 DNA 克隆 可 能 含有 在 进化 中 十 分 保守 的 编码 序列 ,然后 检查 能 够 杂交 的 序 
列 中 是 否 含 有 可 读 框 。 依靠 这 种 特性 ,我 们 可 分 离 纯化 我 们 不 太 热 亚 的 但 具有 某 些 功 能 
的 基因 。 其 具体 过 程 首 先 从 待 测 区 域 克隆 出 一 个 较 短 片段 ,以 其 为 探 针 检测 其 他 物种 的 
相关 的 DNA, 如 时 在 一 些 物种 中 发 现 相关 片段 ,就 对 这 些 片段 进行 测序 ,详细 考察 是 否 
HH HERD T e TH REI, 如 果 有 的 话 , 就 分 离 邻近 的 基因 组 区 域 。 
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如 果 这 个 区 域 看 起 来 , 像 外 显 子 ,就 鉴定 整个 基因 ,然后 分 离 相应 的 cDNA 和 mRNA, & 
终 鉴定 蛋白 质 产 物 。 


三 、 外 显 子 捕捉 


另 一 个 快速 扫描 基因 组 片段 鉴定 外 显 子 的 技术 叫做 外 显 子 捕 损 (exon trapping), € 
所 采用 的 载体 含有 强 启动 子 和 被 内 合子 中 断 的 两 个 外 显 子 。 当 载体 被 转 染 到 细胞 中 , 便 
通过 转录 产生 包含 两 个 外 显 子 序列 的 RNA。 载 体 的 内 含 子 序列 中 具有 限制 酶 位 点 ,用 于 
播 人 待 测 区 域 的 基因 组 片段 。 如 果 待 测 片 段 不 包含 外 显 子 ,在 剪接 图 谱 上 不 会 发 生变 化 ， 
mRNA 含有 与 亲 代 载体 相同 的 序列 ;如 果 基 央 组 片段 含有 外 显 子 ,而 且 外 显 子 两 个 侧翼 
有 部 分 内 含 子 序列 ,在 mRNA 加 工时 ,这 个 外 显 子 两 侧 的 剪接 位 点 将 被 识别 ,外 显 子 的 序 
列 就 被 插 人 RNA 中 载体 的 两 个 外 显 子 之 问 ,表明 捕 握 到 了 外 显 子 。 


四 、CG REE 


另外 背 椎 动物 基因 常常 伴随 着 CG 岛 (CG island) ,可 以 利用 这 个 性 质 鉴定 克隆 DNA 
中 的 基因 。CG 岛 是 短 的 低 甲 基 化 的 富 含 GC 的 序列 ,经 常 被 发 现 于 兰 椎 动物 基因 的 5S K 
Hi. OG 岛 的 (G+ C)% 超 过 6096 ,并 常常 含有 高 浓度 的 CG 二 核 背 酸 , 高 出 平均 水 平 10 
—20 倍 。 因 此 ,CG 岛 通常 是 一 些 稀有 的 内 切 酶 的 限制 位 点 ,它们 在 含有 1-24 CG 一 
核 苷 酸 的 富 含 GC 的 区 域 断 裂 。 在 基因 组 中 这 种 限制 位 点 的 紧密 成 篮 存 在 表明 含有 CG 
岛 ,然后 进行 Southern 印迹 可 鉴定 基因 。 但 这 种 方法 对 没有 连接 CG 岛 的 基因 不 适 
用 。 


五 .DNA 序列 的 计算 机 分 析 鉴 定 


当 对 DNA 克隆 测序 后 ,可 利用 计算 机 分 析 确定 这 些 序列 是 否 属于 基因 的 一 部 分 ,有 
两 种 主要 分 析 方 法 ， 

(DESHT 使 所 有 三 种 可 读 框 的 核 苷 酸 序列 和 相应 的 氨基 酸 序 列 与 记录 在 数 
据 库 中 的 DNA 和 和 蛋白 质 序列 相 比 较 。 如 果 册 现 序列 间 的 明显 符合 ,表明 是 与 基因 有 关 
的 序列 。 

2) 外 黑子 预测 这 个 方法 适用 子 大 量 DNA 序列 的 检测 。 程 序 扫描 DNA RA, 
检测 基 否 含有 外 显 子 内 含 子 连接 处 和 剪接 分 支 位 点 处 的 保守 序列 ,以 及 是 否 存在 相对 长 
的 可 读 框 ,鉴定 可 能 的 外 显 子 。 


六 ,扣除 杂交 


当 有 两 个 细胞 型 ,其 中 一 个 表达 某 种 mRNA , 另 一 个 不 表达 。 可 利用 扣除 杂交 (sub- 
tractive hybridization) 技 术 分 离 该 mRNA。 首 先 用 靶 细 胞 株 的 mRNA 制备 cDNA 分 子 ， 
然后 cDNA 与 另 一 个 细胞 的 mRNA 进行 完全 的 杂交 ,以 除去 靶 细 胸中 非 专 一 性 的 序列 。 
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这 个 步骤 从 cDNA 中 除去 了 在 两 个 细胞 株 中 共同 的 所 有 序列 ,所 以 其 专 一 性 依赖 于 两 个 
细胞 之 间 的 亲密 程度 。 当 除去 与 另 一 个 细胞 mRNA 杂交 的 cDNA 序列 后 ,剩余 cDNA 的 
与 靶 细 胞 的 mRNA 杂交 来 确定 它们 代表 编码 序 奴 。 这 些 克 隆 含 有 专 一 性 对 应 于 靶 细 胞 
mRNA 的 序列 ,然后 再 用 它们 鉴定 特定 的 基因 。 

上 述 基因 鉴定 方法 有 其 局 限 性 ;例如 有 些 基因 的 限制 性 表达 图 谱 使 其 很 准 被 鉴定 ;如 
果 外 显 子 的 比例 非常 低 , 基 因 组 克隆 的 杂交 信和 号 就 会 很 绊 。 另 外 许多 基因 的 表达 是 组 织 
专 :性 的 ,而 且 不 连接 CG 岛 。 


第 十 节 人 类 基因 组 计划 "0 


各 种 基因 定位 的 方法 虽然 使 我 们 可 以 对 基因 组 有 一 定 的 认识 ,但 要 对 基因 组 有 充分 
的 理解 ,还 必须 实现 基因 定位 的 终极 方式 : 即 基 因 组 全 序列 的 测定 。 引 人 注目 的 人 类 基因 
组 计划 (human genome project, HGP) 就 是 以 测定 人 类 基因 组 全 序列 为 目标 的 巨大 工作 。 
HGP 与 曼哈顿 原子 弹 计 划 和 阿波 罗 登 月 计划 一 起 被 称 为 本 世纪 三 大 科学 工程 。 而 HGP 
因 其 涉及 而 更 广 , 影 响 力 更 大 ,又 适 厦 世纪 之 交 , 成 为 前 前 启 后 ,将 贯穿 于 未 来 更 个 21 t 
纪 的 最 伟大 的 科学 工程 。 人 们 在 研究 中 发 现 ,把 -- 种 生物 学 功能 与 一 种 或 几 种 基因 相对 
话 起 来 的 研究 方法 ,并 不 能 很 好 地 阐明 生物 学 功能 内 在 的 .真实 的 基因 机 制 ,其 主要 原因 
有 两 个 ;一 是 人 类 基因 组 所 蕴含 的 约 10 万 个 基因 迄今 为 止 只 有 大 约 1096 已 被 克隆 或 监 
定 , 对 于 与 复杂 生物 学 功能 相关 的 基因 训 能 只 知道 其 中 一 部 分 ,按照 传统 的 研究 模式 ,不 
能 从 整体 上 搞 清 生物 学 功能 的 基因 机 理 ; 二 是 这 些 相关 基因 是 通过 相互 作用 实现 生物 学 
功能 的 ,孤立 的 研究 不 可 能 全 而 了 解 基因 间 的 相互 必用。 因此 ,人 们 认识 到 应 进行 基因 组 
水 平 上 的 整体 研究 ,提出 只 有 先 把 人 类 基因 组 搞 清 楚 ,一 切 问题 才 有 可 能 迎刃而解 。 围绕 
县 否 进行 人 类 基因 组 计划 ,美国 科学 界 展 开 了 长 达 数 年 的 争论 ,最 终 由 国会 批准 于 1990 
年 10 月 正式 启动 HGP, 为 期 15 年 。 

HGP 的 主要 目标 是 测定 含有 30 亿 bp 的 人 类 基因 组 全 序列 ,为 了 实现 这 一 目标 , 需 
进行 以 下 工作 ;如 构建 洲 传 连锁 图 谱 和 物理 图 谱 (physical map) ,对 模式 生物 基因 组 进行 
比较 研究 ,建立 新 的 技术 方法 ,建立 信息 交流 系统 ,对 相关 的 社会 ,法 律 和 伦理 问题 进行 研 
究 , 技 术 培 训 等 。1993 年 ,根据 研究 的 实际 进展 ,HGP 计划 作 了 第 一 次 调整 ,增加 了 基因 
鉴定 的 内 容 ( 即 构建 转录 图 谱 ), 这 促进 了 基础 理论 研究 和 实际 应 用 的 结合 。 在 随后 的 几 
年 中 ,HGP 获得 了 惊人 的 进展 ,截至 到 1998 年 末 , 人 人 和 们 已 得 到 了 一 些小 生物 体 如 大 肠 杆 
菌 、 醇 母 的 人 基因 序列 ,对 多 细胞 动物 秀丽 隐 杆 线虫 的 全 序列 测定 也 进 人 到 了 最 后 阶段 。 
1998 年 ,HGP 在 许多 指标 提前 完成 的 情况 下 ,再 次 调整 战略 目标 ,制定 了 下 一 个 五 年 计 
划 (1998 一 2003), 从 计划 中 我 们 可 以 看 到 HGP 提前 实现 的 曙光 ( 表 3 - 7)。 在 这 个 五 年 
计划 中 ,共有 8 个 主要 目标 ,以 下 是 其 详细 内 容 ， 


一 、 人 类 DNA 序列 测定 


HGP 的 首要 自 标 仍 是 提供 公开 的 、 完 全 的 高 质量 的 人 类 基因 组 DNA 序列 。 最 近 的 
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技术 进步 和 大 量 测 序 的 实践 经 验 使 人 们 有 可 能 在 2003 年 末 之 前 完成 高 质量 的 人 类 基因 


组 全 序列 测定 , 比 最 初 计划 提前 两 年 完成 。 其 详细 内 容 见 表 3 一 7， 
3X*3-7 HGP 的 计划 完成 情况 和 新 的 目标 


领域 1993 — 1998 计划 现状 1998 一 2003 计划 
遗传 图 谱 平均 2~5 cM A HERE 在 1994 年 发 表 1 cM BUM 已 完成 
物理 图 谱 建立 30 000 个 STS 的 图 谱 ”已 建立 52 000-1- STS 图 谱 已 完成 


在 2001 FRR 1/3 A erp pj 
完成 180 Mb 人 类 序列 d 


DNA 测序 完成 80 Mb 序列 测定 测定 和 剩余 的 工作 草图 
和 111 Mb 非 人 类 序列 测定 003 年 党 成 人 类 全 序列 测定 
测序 技术 改进 和 创新 AMA SAX 每 年 300 Mb, 
Uu 'P-F 0.25 37 
使 用 毛细 管 阵列 屯 访 技术 000 MET T 025 美元 
| 100 000 SNP 图 谱 ， 
人 类 序列 变异 研究 开发 新 技术 
基因 鉴定 开发 新 技术 30 000 EST 图 谱 全 长 的 cDNA 
功能 分 析 开发 基因 组 水 平 的 研究 技术 
AEG M ERAI 在 1997 FRE 
BERE HA & 1996 年 发 表 在 1998 年 底 完成 
模式 生物 秀丽 隆 盾 线虫 大 部 分 序列 ROX S FR 在 2002 年 完成 
DIE 完成 9% 开发 其 他 基因 组 来 源 


建立 10 000 STS 小 鼠 图 谐 — 建立 了 12 000 个 STS 图 谱 在 2005 年 完成 序列 测定 


在 2005 年 前 建立 工作 草图 
-一 人 一 


1) 在 2001 年 底 前 ,完成 103 人 类 DNA 序列 测定 ， 

2) 在 2001 年 底 前 ,在 基因 组 文库 基础 上 绘制 出 基因 组 的 草图 ,包括 至 少 9096 AHA 
内 容 ,但 草图 中 仍 有 许多 DNA, 区 域 是 中 断 的 ,而 且 相互 间 的 顺序 仍 不 明确 ; 

3) 使 序列 进一步 完整 ,并 对 公众 公开 ; 

4) 在 2003 年 底 前 ,完成 人 类 基因 组 全 序列 测定 。 


二 、 测 序 技 术 的 发 展 
1) 继续 所 高 测序 反应 的 效率 并 降低 当前 测序 技术 的 费用 |; 
2) 支持 新 技术 的 研究 ,使 测序 技术 得 到 明显 的 改进 ; 
3) 寻找 有 效 的 方法 使 新 技术 得 到 大 规模 的 实际 应 用 。 
三 、 人 类 基因 组 序列 变异 的 研究 


序列 变异 是 所 有 基因 组 的 基本 性 质 , 人 类 基因 组 表现 出 大量 的 位 点 和 形态 的 不 同 (多 
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态 性 ,bolymorphism)。 人 类 基因 组 最 常见 的 多 态 性 是 单 碱 基 莽 异 ,又 叫做 单 核 苷 酸 多 态 
TE (single nucleotide polymorphism, SNP), SNP 三 茜 因 组 中 大 量 存 在 ,广泛 分 布 , 它 是 鉴 
定 肿瘤 .糖尿病 ,精神病 等 人 类 疾病 的 重复 指标 。 因 此 SNP. 的 研究 是 监 定 致 病 基 四 的 有 
BOUE. 

1) 发 展 快速 ,大 规模 的 鉴定 和 寻找 SNP 与 其 他 DNA 序列 变异 的 技术 ; 

2) 在 今后 的 5 年 中 ,在 大 多 数 已 发 现 基 因 的 编 公 区 内 鉴定 基本 的 变异 ; 

3) 建立 至 少 会 有 100 000 个 标记 的 SNP 图 谱 ; 

4) 序列 变异 的 基础 理论 研究 ; 

5) 建立 DNA 样品 和 细胞 系 的 公共 资源 。 


四 、 功 能 造 传 学 的 研究 方法 


DNA 的 序列 和 结构 研究 仅仅 是 对 基因 组 的 初步 了 解 ,进一步 的 工作 是 阐明 DNA 序 
列 的 功能 。 当 前 在 基因 组 水 平 研究 DNA 功能 的 方法 包括 通过 序列 比较 分 析 来 推测 功 
能 ,分 析 基 因 的 mRNA 和 和 蛋白质 产物 ,以 及 - . 些 基因 断 列 的 方法 。 人 类 基因 组 计划 通过 
对 人 类 所 有 基因 的 全 长 cDNA 作 鉴 定 并 测序 ,并 进 一 步 鉴 定 其 转录 产物 和 和 蛋白质 产物 的 
性 质 ,进行 基因 功能 的 分 析 。 

1) 扩展 cDNA 资源 ; 

2) 发 展 非 蛋白 质 编码 序列 DNA 功能 的 研究 方法 ; 

3) 开展 基因 表达 的 全 面 分 析 技 术 的 研究 ; 

4) 改进 基因 组 水 平 的 诱 变 技术 ; 

5) 球 蛋 白 分 析 技术 的 研究 。 


五 、 比 较 谴 传 学 研究 


因为 所 有 生物 体 在 基本 进化 途径 上 是 相关 的 ,所 以 对 其 他 模式 生物 体 的 比较 研究 有 
助 于 人 类 基因 组 的 研究 。 人 们 在 基因 组 计划 的 第 -个 五 年 内 EWE T AEE ARE 
全 序列 。 今 后 的 工作 包括 : 

1) 在 1998 年 完成 秀丽 隐 杆 线虫 的 全 序列 测定 ; 

2) 在 2002 年 完成 果 蝇 基因 组 的 全 序列 测定 ; 

3) 鼠 基 因 组 的 研究 计划 包括 ,继续 进行 其 基因 组 物理 图 谐 和 遗传 图 谱 的 研究 .扩展 

cDNA 资源 ,在 2005 年 完成 全 序列 测定 ， 

4) 开展 对 其 他 模式 生物 的 研究 ,以 加 深 对 人 类 基因 组 的 子 解 。 


A, 伦理 法 律 和 社会 问题 的 研究 


详细 内 容 见 其 他 有 关 专 著 。 
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七 、 生 物 信息 学 和 计算 机 生物 学 


人 类 基因 组 计划 需要 利用 计算 机 技术 的 帮助 ,建立 DNA 序列 数据 库 并 提供 分 析 工 


具 。 
1) 提 高 数据 库 的 容量 和 用 泛 ; 
2) 发 展 数据 产生 .捕获 ,注释 的 计算 工具 ; 
3) 建 立 并 发 展 用 于 比较 功能 研究 的 工具 和 数据 库 ; 
4) 发 展 并 改进 用 于 描述 和 分 析 序 列 相似 性 和 差异 性 的 工具 ; 
5) 建 立 软件 共享 的 机 制 。 


八 . 遗 传 学 研究 专门 人 才 的 教育 训练 
详细 内 容 见 其 他 有 关 专 著 。 
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第 四 章 e nm 


DNA 尼 遗 传 信息 的 载体 ,生物 体 要 保持 物种 的 延续 , 子 代 必 须 从 亲 代 继 承 控制 个 体 
发 育 的 遗传 信息 。 生 物体 通过 细胞 分 裂 来 实现 物种 的 传递 和 个 体 数目 的 增殖 ,在 此 过 程 
中 细胞 染色 体 的 数目 加 傍 , 作 为 跟 传 物质 的 DNA 分 子 的 数目 也 加 售 (复制 ), 并 伴随 染色 
体 平均 分 配 到 丁 个 了 代 细胞 中 。 细 胞 分 裂 有 两 种 形式 ,有 丝 分 型 (rmitosis) SRAI, Z 
者 的 差别 在 于 ,前 者 DNA 复制 一 次 ,细胞 分 发 一 次 ,后 者 DNA 复制 一 次 ,细胞 连续 分 列 
陌 次 , 子 代 染 色 体 数 日 碱 半 。 在 细胞 分 烈 过程 中 ,如 果 DNA 的 含量 保持 不 变 , 每 个 子 代 
绝 胞 中 遗传 物质 的 含量 将 随 着 连续 不 断 的 分 裂 循环 而 硕 释 甚至 消失 。 所 以 ,DNA 分 子 的 
复制 在 保持 生物 物种 站 传 的 稳定 性 方面 起 着 重要 的 作用 。 复 制 (replication》 是 指 以 原来 
的 DNA 分 子 为 模板 合成 出 相同 分 子 的 过 程 。 遗 忧 信息 通过 末代 DNA 分 子 的 复制 传递 
ATR 

无 论 是 只 含有 一 条 染色 体 的 原核 生物 还 是 含有 多 条 染色 体 的 真 核 生物 ,每 次 发 生 有 
HAR ,细胞 内 的 基因 组 都 精确 地 复制 一 次 。 复 制 与 细胞 周期 是 什么 关系 呢 ? DNA 复制 
是 细胞 分 裂 的 决定 因素 ,直到 DNA 复制 完成 前 , 绩 胞 都 不 会 发 生 分 烈 , 页 DNA 复制 的 完 
成 恰恰 是 细胞 分 慨 的 秀 发 点 ,复制 后 的 基因 组 伴随 细胞 分 剖 被 平均 分 配 到 每 个 子 细胞 中 。 
细胞 周期 调控 基因 控制 DNA KERHA RAMA, ERRE, DNA 复制 是 由 细 
苦 染 色 体 上 一 个 特殊 位 点 开始 的 ,新 细胞 膜 的 生长 意味 着 细胞 分 裂 过 程 的 完成 。 在 真 术 
细胞 中 ,复制 起 始 于 前 S 期 ,DNA 的 合成 发 后 于 S 期 ,一 系列 的 调 入 事件 控制 细胞 进行 随 
后 的 有 丝 分 裂 过 程 。 


第 一 节 复制 概况 
一 、 半 保留 复制 


在 复制 过 程 中 ,DNA 的 数量 加 倍 。 在 复制 结束 后 ,细胞 分 更 前 ,细胞 中 的 DNA 分 子 
由 复制 前 的 亲 代 DNA 和 复制 后 的 产物 组 成 ,DNA 分 子 有 两 个 拷贝 。 
DNA 分 子 的 碱 基 互 补 配对 原则 是 DNA 分 子 结构 的 基础 ,这 个 原 山 在 DNA 复制 过 程 
中 也 起 着 重要 的 指导 作用 。 可 推测 ,DNA 分 子 复制 是 这 样 进行 的 ;首先 , 碱 基 间 的 氧 键 断 
TH DNA 分子 冯 链 解 旋 , 分 开 ;然后 ,每 条 单 链 作为 模板 合成 其 互补 链 , 各 自 形 成 一 个 新 
的 双 链 DNA 分 子 。 新 合成 的 两 个 子 代 DNA 分 子 与 原来 的 亲 代 DNA. 分 子 硕 基 序列 完全 
一 样 。 每 个 子 代 分 子 都 有 一 条 单 链 来 自 亲 代 DNA 分 子 ， 另 一 条 单 链 是 新 合成 的 。 两 个 
子 代 DNA 分 子 通过 细胞 分 弄 平 均 分 配 到 两 个 子 代 细胞 中 。 由 子 每 个 子 代 细 乃 中 只 有 一 
半 的 遗传 物质 是 来 自 亲民 细胞 ,这 种 复制 方式 被 称 为 半 保 留 复制 (semiconservative repli- 
cation); 
理论 上 DNA 复制 也 可 能 采取 其 他 方式 ,如 全 保留 方式 , 甚 译 混合 复制 方式 (图 4 1 Jo 
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图 4-1 于 代 DNA 分 子 的 可 能 复制 卢 式 


真实 情况 究竟 如 何 呢 ? 1958 年 Meselson 和 Stahl 设计 了 一 个 很 巧妙 的 实验 证 明了 DNA 
复制 是 采 联 半 保 留 机 制 。 他 们 首先 让 大 肠 杆 菌 在 以 5NHsCl 为 唯一 氢 源 的 培养 基 中 生 
长 ,经 过 多 和 代 培养 所 有 的 DNA 分 子 都 被 标记 上 NosN-DNA 的 密度 比 普通 HN-DNA 的 
大 ,通过 握 化 多 密度 梯度 离心 ,两 种 DNA 形成 位 置 不 同 的 区 带 。 将 有 5N 标记 的 大 肠 杆 
VETERE SUBE BU XE JE E COLIN 的 氮 源 ) 中 培养 , 一代 后 ,所 有 DNA 的 密度 都 介 于 1N- 
DNA fi ^N-DNA zz il, JE RR N-AN 杂 合 分 子 。 两 代 后 ,4N 分 子 和 15NLHN 杂 合 分 子 
等 基 出 现 。 继 续 培 养 ,!N-DNA 增多 ,说 明 在 DNA 分 子 复制 时 ,原来 的 DNA 分 子 被 分 为 
两 个 亚 单 位 ,分 别 构成 子 代 分 子 的 一 半 。 证 明了 基因 的 半 保 留 复 制 机 制 ( 图 4-2)。 
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H4-2 半 保 留 复制 的 证 明 


半 保 留 复制 是 双 链 DNA 普遍 采 用 的 复制 机 制 。 即 使 单 链 DNA 分 子 ,在 其 复制 过 程 
中 通常 也 村 上 先 形成 双 链 的 复制 形式 。 半 保留 复制 要 求 亲 代 DNA 分 子 的 两 条 链 分 开 , 各 
自作 为 模板 ,通过 碱 基 配 对 原则 ,合成 吨 一 条 互补 链 。 模 松 就 是 能 提供 合成 一 条 互补 链 所 
需 信 息 的 核酸 链 。 半 保留 复制 机 制 说 明了 DNA 在 代谢 上 的 稳定 性 。 但 实际 过 程 并 不 像 
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上 述 这 么 简单 。 半 保留 复制 作为 -个 复杂 的 过 程 , 需 槛 多 种 细胞 组 分 的 参与 ;受到 细胞 中 
多 种 条 件 的 控制 ;同时 为 保持 遗传 的 克 定 性 ,要 具有 高 度 的 忠实 性 ,否则 随 着 不 断 复制 ,将 
产生 严重 的 差错 ,从 而 影响 生物 体 个 体 的 存活 ， 


二 、 复 制 起 点 ,方向 和 方式 


由 很 多 体系 用 不 同 的 实验 于 段 获得 的 结果 都 证 明 , 原 核 生物 的 复制 是 在 DNA 分 子 
的 特定 位 点 开始 的 ,这 一 位 点 被 叫做 复制 起 点 ,常用 ori 表 冰 。 原 核 生物 的 染色 体 只 有 一 
个 复制 起 点 ,复制 从 起 点 开始 ,进行 到 终点 结束 ,完成 整个 染色 体 DNA 分 子 的 复制 , 即 原 
核 生物 的 染色 体 只 有 一 个 复制 单位 。 真 核 生物 的 实验 表明 ,复制 也 从 特定 的 位 点 开始 ,以 
双向 延伸 的 方式 进行 ,直到 终点 为 止 ,但 其 复制 是 从 多 个 位 点 开始 的 ,所 以 真 核 生物 的 
DNA 分 子 上 有 多 个 复制 单位 。 每 一 个 这 样 的 DNA 单位 称 为 复制 子 {replicon)。 复 制 子 
是 基因 组 中 能 独立 进行 复制 的 单位 。 

表 4-1 不 同 生物 的 复制 子 


种 类 复制 了 数目 复制 了 长 度 (kb) 复制 及 移动 速度 {hp/ 分 ) 
(0 m EE 4200 iB 50 000 

BRE 500 40 3600 

qu 3500 40 2600 

L5 15 000 200 500 

TJ 25 000 150 2200 

植物 35 000 300 


在 一 个 细胞 分 裂 周 期 中 ,每 个 复制 子 众 府 动 一 次 。 每 个 复制 子 都 有 控制 复制 开始 的 
复制 起 点 (origin) ,可 能 还 有 终止 复制 的 终点 (terminus)。 任 何 起 点 与 终点 之 间 的 序列 ,都 
作为 复制 子 的 一 部 分 参与 复制 。 起 点 是 一 个 反 式 作用 位 点 ,只 影响 其 所 在 的 那 部 分 
DNA。 为 实现 适当 的 遗传 ,细菌 的 复制 子 必须 具有 下 列 功 能 :起 始 一 个 复制 循环 ;控制 起 
始 事件 的 频率 ;把 完成 复制 的 染色 体 分 配 到 子 细胞 中 去 。 前 两 个 功能 是 由 起 点 处 的 序列 
控制 的 ;分 配 是 一 个 独立 于 复制 的 功能 ,但 事实 上 仍 与 起 点 附近 的 序列 有 关 。 通 过 对 功能 
缺失 的 分 配 突变 型 的 鉴定 ,可 确定 与 分 配 功 能 有 关 的 序列 。 真 核 生 物 的 起 点 没有 分 配 功 
8E, 5 EE S6. 

原核 生物 细胞 的 基因 组 只 有 -个 复制 子 ,所 以 复制 和 分 裂 的 单位 是 -- 致 的 ,最 大 的 复 
制 子 就 是 细菌 的 染色 体 本 身 。 整个 基因 组 的 复制 起 始 于 单一 位 点 (起 点 ), 每 次 细胞 分 裂 
基因 组 复制 一 次 。 每 个 单 倍 体 细菌 只 有 一 个 染色 体 ,这 样 的 复制 调控 叫 单 接 风 。 除了 染 
色 体 ,细菌 还 可 能 含有 质粒 。 质 粒 是 一 个 自主 复制 的 环 状 DNA 基因 组 ,构成 一 个 独立 的 
复制 子 。 质粒 复制 子 可 能 与 细菌 基因 组 一 同 复制 ,显示 单 拷贝 控制 ;质粒 的 拷贝 数 也 可 能 
比 细菌 基因 组 的 拷贝 数 多 ,这 时 质粒 的 复制 就 受 多 拷贝 控制 的 复制 。 RE PREISE 
DNA 也 是 单 复制 子 , 但 它们 在 --- 个 感染 周期 中 可 以 起 始 许 多 次 。 与 单 拷贝 控 制 型 的 染色 
体 相反 ,叶绿体 和 线粒体 中 染色 体 的 调控 更 类 似 于 细菌 质粒 的 多 拷贝 控制 。 每 种 细胞 器 
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DNA 在 -个 细胞 内 有 多 个 拷贝 ,而 且 细 胞 器 DNA 的 复制 调控 与 细胞 周期 相关 。 

如 图 4- 3 所 示 , 参 与 复制 的 DNA HT ERATE, EENH 
未 复制 的 区 域 由 亲 代 DNA 组 成 ,已 复制 的 区 域 由 两 条 子 代 0 — 
链 组 成 。 复 制 正 在 发 生 的 位 点 叫做 复制 叉 (replication fork) /入 YA 入 WW 
或 生长 点 {growing point) ,复制 叉 从 起 点 开始 沿 着 DNA 移动 。 INNA 

复制 可 单 向 进行 ,也 可 双向 进行 ,这 取决 于 在 起 点 有 一 E GÀ 4 
个 还 是 两 个 复制 叉 。 单 向 复制 时 ,有 一 个 复制 叉 从 起 点 开始 ! 
沿 着 DNA 移动 ;双向 复制 时 ,两 个 复制 叉 沿 着 相反 的 反 向 远 
离 起 点 (图 4 -4)。 在 电子 显微镜 下 观察 正在 复制 的 DNA, 图 4-3 复制 又 的 结构 
复制 的 区 域 形 如 一 只 根 睛 ,但 无 法 分 辨 是 单 向 复制 还 是 双向 
复制 。 如 果 是 单 向 复制 ,这 个 复制 眼 (replicarive eye) 由 一 个 固定 的 起 点 和 一 个 移动 的 复 
制 叉 组 成 ;如 果 是 双向 复制 ,这 个 复制 眼 代表 - -对 复制 叉 。 两 种 情况 下 ,复制 都 随 着 眼 的 
扩张 最 终 扩展 到 整个 复制 子 。 环 状 DNA 的 复制 眼 可 形成 如 图 4-5 那样 的 -结构 。 

大 多 数 牛 物体 内 DNA 的 复制 都 以 双向 等 速 方式 进行 ,但 也 有 例外 情况 。 例如 在 村 
草 杆 菌 中 ,复制 图 从 起 点 开始 双向 进行 的 ,但 两 个 复制 又 的 移动 是 不 对 称 的 ,在 一 个 方向 
上 移动 染色 体 1/5 的 距离 ,然后 停 下 来 等 另 一 个 方向 复制 4/5 的 距离 。 质 粒 CEI 的 复 
制 完 全 是 单 向 进行 的 。 大 多 数 生物 体 的 DNA 复制 都 以 对 称 方式 进行 , 即 DNA 分 子 中 的 
两 条 链 同 时 复制 ;但 也 有 在 一 定时 期 内 DNA 只 复制 一 条 链 的 情况 ,比如 后 而 到 十 到 的 线 
粒 体 的 口 环 复制 和 一 些 细菌 哗 菌 体 的 深 环 复制 方式 。 
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图 4-5 环 状 DNA 的 


Bl4-4 DNA 的 单 向 或 双向 复制 复制 睛 形 或 8- 结构 


用 遗传 的 方法 可 以 证 明 大 肠 杆 菌 的 DNA 复制 是 从 -- 个 特定 位 点 开始 双向 等 速 进 
行 。 细菌 染色 体 复制 一 次 的 时 间 相 当 于 细胞 繁殖 一 代 所 需 的 时 间 。 如 果 每 个 细菌 从 起 点 
同时 开始 复制 ,在 一 定 的 时 肇 ,靠近 复制 起 点 的 基因 复制 得 多 ,而 远离 复制 起 点 的 基因 就 
复制 得 少 些 。 如 果 进 行 单 向 复制 ,基因 图 上 基因 冰 率 将 呈 单 向 梯度 ,最 高 频率 的 基因 和 最 
低频 率 的 基因 是 连锁 的 ;如 果 是 双向 复制 ,基因 频率 将 以 起 点 为 中 心 星 双 向 梯度 . 测定 发 
现 ,基因 闫 率 是 以 dv AER RONA E BE ,这 说 明 大 肠 杆 菌 以 jz 基因 附近 为 复制 起 点 
开始 双向 复制 。 

当 一 般 来 自 起 点 的 DNA 序列 与 缺失 起 点 的 DNA 分 子 克隆 到 一 起 时 ,如 果 从 起 点 来 
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的 DNA 片段 包括 :个 复制 起 点 所 必须 具备 的 序列 , 它 将 重建 一 个 具有 日 主 复 制 功能 的 
质粒 ,支持 与 共 连 接 的 任何 DNA 序列 的 复制 。 册 此 可 和 鉴定 起 点 的 DNA 序列 。 细 戎 LE 
母 以 及 上 叶绿体 EERE DNA 复制 起 点 现 均 已 被 克隆 .其 核 昔 酸 序 列 也 被 确定 了 ,它们 
共同 的 特点 是 富 含 A- 工 序列 。 这 本 能 与 复 刺 起 始 时 在 起 点 处 DNA 双 螺 旋 分 子 的 解 旋 有 
关 。 太 肠 杆菌 的 基因 组 是 从 oriC 位 点 开始 双向 复制 ,含有 oriC 的 人 工 质粒 可 在 大 肠 杆 
随 中 复制 并 存 藻 下 来 ,通过 不 断 缩小 人 工 质粒 中 克隆 的 oriC 片段 的 大 小 ,最 终 确 定 开 始 
Am RS X 245 bp 的 区 域 - 

细菌 的 染色 体 是 环 状 的 ,两 个 复制 六 从 起 点 开始 以 相反 方向 沿 着 染色 体 穆 动 ,在 起 点 
对 面 的 中 间 点 相 这 并 停止 复制 。 但 复制 不 是 通过 复制 及 相遇 而 简单 地 线 直 的。 在 这 个 相 
明 点 两 边 100 kb 的 区 域 中 各 有 两 个 终止 区 域 (ferE DA 和 iterF、C.B), 每 个 终点 只 对 
特定 方向 的 复制 义 有 终止 作用 。 所 有 ter 序列 都 包含 一 段 短 的 (22 bp) 区 域 ,可 在 体外 终 
止 复制 。 终止 的 洋 现 需要 rus 基因 的 产物 ,这 种 蛋白 质 识别 ter 共有 序列 并 阻止 复制 鼠 
行动 。 

所 以 ,细菌 染色 体 作为 一 个 单位 从 一 个 特殊 的 起 点 开始 双向 复制 ,复制 终止 在 独立 的 
区 域 ,随后 在 识别 DNA 高 级 结构 的 酶 的 帮助 下 讽 个 子 染 色 体 分 开 。 


=Z., DNA RAMS DNA 集合 反应 


复制 是 由 DNA RADNA polymerase) 负 责 完成 的 ,从 DNA 聚合 酶 的 字面 上 可 以 
很 清 复 地 知道 它 具 有 在 税 板 链 上 催化 新 DNA 链 合成 的 活性 。 在 适量 DNA 和 镁 离子 在 
在 下 ,DNA 聚合 酶 健 化 4 种 脱氧 核糖 核 苷 酸 合 成 DNA fb cte DNA 的 3- OH 末端 加 人 
一 TREERE DNA h 5 108] 326 8) 6E C ANRT., RI DNA 与 天 然 的 
DNA 有 相同 的 化 学 结构 和 物理 化 学 性 质 (图 4- 60. DNA 聚合 反应 可 表示 如 下 
poly REAR), -OHS + dNTP poly CE ITO, -OH3 +PPi 
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图 4-6 DNA R EHEAEBI GERE K FE HE 


DNA R G RREI ERR R iE e ETT UL HA IARE EL RE 


* 102 ， 


形成 Watson-Crick 类 型 的 碱 基 配对 时 ,才能 在 率 合 酶 的 催化 下 形成 辜 酸 Eg 因此 ， 
DNA 聚合 酶 是 一 种 模板 指导 的 从 合 酶 ,产物 DNA 与 模板 的 碱 基 组 成 相同 ,这 说 明 在 
DNA 5E £r B&BS fE RET ,模板 DNA 的 两 条 链 都 能 复制 。 


四 、 复 制 的 基本 过 程 


DNA 的 复制 包括 起 始 延伸、 终止 三 个 步 又 。 复 制 子 增 殖 依赖 于 起 始 过 程 中 起 点 处 
发 生 的 相互 作用 ,复制 调控 发 生 在 起 始 阶段 。 一 般 复制 开始 后 ,就 会 进行 到 底 ,直到 整个 
基因 组 都 复制 完毕 。 起 始 频率 由 复制 起 点 和 调控 蛋白 二 者 控制 。DNA 集合 酶 把 新 生 链 
的 第 一 个 核 音 酸 加 到 引物 的 3 羟基 上 ,从 而 开始 新 生 链 的 延伸 合成 。 在 单方 向 复制 的 环 
状 分 子 中 ,复制 终点 就 是 它 的 复制 起 点 。 而 在 双方 向 复制 的 环 状 分 子 中 ,有 的 有 国定 的 终 
点 , 击 大 多 数 没有 固定 的 终点 ,只 是 两 个 生长 点 的 简单 磁 檀 。 环 状 分 子 复制 的 最 后 一 步 ， 
是 环 连 分 子 的 分 离 , 这 是 由 拓扑 异 构 酶 催化 的 反应 。 


五 、DNA 复制 的 半 不 连续 性 


DNA 分子 的 两 条 链 是 反 疝 平行 的 ,这 种 结构 产生 了 复制 上 的 问题 。 当 复制 叉 前 进 
时 ,在 两 个 暴露 的 亲 链 上 都 要 进行 子 链 的 合成 。 在 一 条 链 上 复制 叉 以 5-93 "方向 移动 ,在 
另 一 条 链 上 则 以 3 一 S 方向 移动 。 但 是 所 有 已 知 的 DNA 聚合 了 酶 的 合成 方向 都 量 5 一 3 ， 
即 新 生 链 的 生长 方向 只 能 是 5 一 3 ,而 不 能 相反 。 这 就 很 难 解释 DNA 在 复制 时 两 条 链 如 
何 能 够 同时 作为 模板 合成 其 互补 链 。 为 了 解决 这 个 矛盾 ,网 蝴 等 人 提出 了 DNA 的 不 过 
续 复 制 模型 ,认为 3 一 5 走向 的 DNA 实际 上 是 由 许多 5 ->3' 方 向 台 成 的 DNA 片段 连接 
起 来 的 。 

1968 年 ,网 崎 等 用 3H — 脱氧 胸 昔 标记 噬菌体 T4 感染 的 大 肠 杆 菌 ,然后 通过 碱 性 密度 
梯度 离心 法 分 离 标记 的 DNA 产物 ,发 现在 短 时 间 内 首先 合成 的 基 较 短 的 DNA 片段 , 接 
着 出 现 较 大 的 放射 性 标记 的 分 子 。 最 初出 现 的 DNA 片段 长 度 为 1000 — 2000 TRER 
(nt) , 称 为 网 崎 片段 {Okazaki fragment), Fi DNA 连接 酶 的 温度 敏感 突变 体 进 行 实验 ,在 
连接 酶 不 起 作用 的 温度 下 , 便 有 大 量 的 DNA 片段 的 积累 。 这 些 实验 说 明 在 DNA 复制 过 
程 中 首先 合成 较 短 的 片段 ,然后 再 由 连接 酶 连接 成 大 分 子 DNA. 

同 崎 等 最 初 的 实验 不 能 断定 DNA 链 的 不 连续 合成 只 发 生 在 一 条 链 上 ,还 是 在 两 条 
链 上 都 如 此 。 对 冈 崎 片段 进行 注定 ,结果 测 得 的 数量 远 超过 新 侣 成 DNA. 的 一 半 ,似乎 两 
条 链 都 是 不 连续 复制 的 。 后 来 发 现 这 是 由 于 孙 喀 啶 取代 胸腺 喀 啶 挫 人 DNA. 所 造成 的 。 
TETRI A, BS ER E Dp RT REPRE DEN - BET MEDI BR T4 GER Ue nt OU BENE — Ni GE RO ERG 
二 酷 键 很 容易 被 碱 水 解 而 断裂, 从 而 形成 一些 较 短 的 片段 。 这 种 情况 下 的 冈 崎 片段 应 该 
称 为 尿 喀 啶 片段 , 它 并 不 能 反映 不 连续 合成 的 真实 情况 。 当 用 缺乏 糖 背 酶 的 大 肠 杆菌 突 
Eik Cung: ) 进 行 实 验 时 ,DNA 的 尿 暑 啶 将 不 再 被 切除 。 此 时 ,新 合成 的 DNA 大 约 有 一 
半 放 射 性 标记 出 现 子 冈 崎 片段 中 , 另 一 半 直 接 进 人 大 的 片段 。 由 此 可 见 , 当 DNA 复制 
时， 一 条 链 是 连续 的 , 另 一 条 链 是 不 连续 的 ， 因此 称 为 半 不 连续 复制 (semidiscontinuous 
replication) (图 4 - 7), 
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图 4-7 DNA 的 半 不 连续 复制 


以 复制 叉 向 前 移动 的 方向 为 标准 ,一 条 模 概 链 是 3 一 5 走向 ,在 其 上 DNA A 5 93 
方向 连续 合成 , 称 为 前 导 链 (leading strand); 另 一 条 模板 链 是 5 一 3 走向 ,在 其 上 DNA 也 
是 以 5 一 3 方向 人 台 成 ,但 是 与 复制 又 移动 的 方向 相反 ,所 以 苦 着 复制 叉 的 移动 ,形成 许多 
不 连续 的 片段 ,最 后 连接 成 -条 完整 的 DNA 链 , 该 链 称 为 后 随 链 (lagging strand) e 


表 4-2 参与 大 肠 杜 菌 复制 的 基因 


基因 Ak TS P5 A In SE 

duaA KUBETER S ES SEO ,分 子 量 52 kDa REF onc 

dnaB 六 聚 体 螺旋 酶 , 单 体 分 于 量 52 kDa, 5 555 ER Ic cR SERE fi 

dnaC 引发 体 组 分 ,分 子 量 25 TDa, 六 个 单 体 结合 DnaB AR Be E DnaB if] SE RR ERA F 

dnaE PONI 全 酶 的 a 亚 基 ,分 子 基 130 kPa, 具 有 聚合 和 校对 动能 

dnak 核 精 核 苷 酿 还 原 酶 ,又 称 汶 RndA 

dnaG 引发 酶 ,合成 RNA 引物 ,分子量 64 XD 

duaN Po S SER) p 4£ 3E, IR DEAE FE 40 kje。 以 二 桶 体形 式 存 在 , 基 PolIII 的 进行 性 因子 

dnaQ BA MutD, 编 码 PalII 89 e SE 4E, 4 T- Et 27 kDs, 是 起 校正 作用 的 3 ~5' 外 切 核酸 栈 

dnaT 编码 产物 22 kDa, SUREE LIB F x 

dnaX 编码 POLIT 的 * 亚 基 和 ? 亚 基 , 分 子 量 分 别 为 了 1 和 四 Meo r ERE ATPase 活性 ,可 使 核 
D RE y 碟 基 参与 形成 y 复 侣 物 

dut dUTPase 

gA DNA ift SES a WE 

gvrli DNA Jc fz NER p uy st 

hol A Po BEBE à EE ATE 39 kDa, 参 与 形成 y 复 台 物 

holB Pal EMH 5 3E AE PARTEI kDa ,参与 形成 了 复合 物 

hoi PolID ERN y 亚 基 , 单 体 分 于 最 17 KXDa, 参 与 形成 了 复合 移 

hoi PolIII & Bg& y TE, ARATE 15 ka, 参与 形成 Y 复 合 物 

bolE PoI 全 酶 的 日 亚 基 , 单 体 分 子 昌 8S 6 kPa, 参 与 形成 了 复合 牺 

hu 刺激 依赖 orc 的 DNA 复制 
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基因 基因 产物 及 功能 
lig DNA ELA DE 75 kDa 
pol 大肠 杆菌 Poll, [x] ie Fr Et i5 3 Ht 
priá 引发 体 组 分 ,又 称 为 ,分 子 显 81 kDa 
Bn 引发 体 组 分 ,又 称 为 n, 分 于 量 12 kDa 
bn 引发 体 组 分 ,又 称 为 n THEE 21 kDa 
rep Lir 
rpoA .BCD RNA Wf: WERE SE LI den de Roe HR Po SLE 
ssh 单 链 DNA RAEG, EN p HER RE Ebo PE 
tus 复制 终止 蛋白 ,结合 rer PERI APT EE 36 kDa 
ung RER- N-E, A DNA Ek gen 
第 二 节 M 
一 、 复 制 体系 的 鉴定 


通常 人 们 通过 对 突变 体 表 型 的 变化 来 考察 基因 的 功能 ,如 果 某 个 基因 突变 导致 细胞 
不 能 复制 ,就 可 以 说 这 个 基因 与 复制 有 关 。 由 于 缺乏 复制 DNA 的 能 力 对 细胞 来 说 是 致 
命 的 ,所 以 我 们 能 够 得 到 的 DNA 复制 突变 体 兵 能 是 条 件 致死 突变 体 , 它 在 合适 的 条 件 下 
可 以 完成 复制 ,在 非 多 许 条 件 下 (如 高 温 ,42f ) 则 不 能 进行 DNA 复制 。 利 用 大 肠 杆 菌 的 
温度 和 丝 感 突变 体 已 鉴定 了 一 系列 的 dna 基因 座 。 根 据 dna 基因 突变 体 在 温度 升 高 时 表 
Bi 的 性 质 , 可 将 它们 分 为 两 类 :一 类 是 快 停 突变 体 (fast_stop mutant) , 当 温 度 升 高 时 , 复 
制 立即 停止 ,它们 缺失 复制 体系 组 分 ,特别 是 延 伟 抽 需 的 酶 或 参与 供应 关键 前 体 的 酶 ; 另 
一 类 是 慢 停 突变 体 (slow-stop mutant) ,在 非 允许 温度 下 ,还 可 完成 当前 的 复制 ,但 不 能 起 
始 新 的 复制 ,它们 的 产物 是 从 起 点 起 始 复 制 所 必需 的 。 用 温度 敏感 突变 体 鉴 定 出 来 的 
dna 基因 产物 并 非 都 直接 参与 DNA 复制 ,但 都 与 复制 过 程 有 关 。 如 快 停 突 变型 nq 原 
来 叫做 axF ,该 基因 编码 核糖 核 背 酸 还 原 酶 的 一 个 亚 基 , 与 供应 复 制 所 需 的 前 体 有 
Ko 

历史 上 ,对 参与 DNA 复制 的 蛋白 质 进行 的 识别 和 鉴定 沿用 三 种 方法 ;纯化 ,重建 和 和 
突变 ,三 种 方法 往往 一 起 使 用 。 体外 互补 实验 是 鉴定 复制 体系 组 分 的 重要 手段 ,方法 是 从 
DNA 突变 体 中 分 离 出 复制 体系 ,此 时 突变 基因 的 产物 是 无 活性 的 ,然后 在 非 多 许 条 件 下 
加 入 相应 野生 型 的 抽 提 物 ,观察 复制 活性 的 恢复 ,通过 鉴定 抽 提 物 中 的 活性 组 分 确定 dna 
基因 编码 的 蛋白 质 。 天 4 - 2 列 出 了 参与 大 肠 杆 菌 复 制 的 部 分 基因 。 


Z. DNA RGM 


上 一 节 我 们 已 提 到 了 DNA 聚合 酶 催化 的 除 合 反应 。 原核 生物 和 真 核 生 物 中 都 售 有 
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多 种 DNA 来 合 酶 ,只 有 -- 部 分 真正 地 参与 了 复制 反应 ,这 些 酶 被 称 为 DNA Z HE H 
他 酶 傅 与 了 复制 的 附属 反应 或 损伤 DNA 的 修复 合成 。 


1. 大 肠 柱 菌 的 DNA RAM 


在 大 肠 杜 菌 中 发 现 了 三 种 DNA RAM DNA RGN [.DNA RAM IL 和 DNA RG 
R$ II. DNA EGET 参与 损伤 DNA 的 修复 ,并 在 半 保 留 复制 中 起 辅助 作用 。DNA 聚合 
Wi ILES SES. DNA RAE III 是 一 个 多 亚 基 的 蛋白 质 ,是 合成 DNA 新 链 的 主要 复 
HIE. K 4-3 概括 了 三 种 酶 的 性 质 。 

(1) DNA 681. ABA DNA SEA 88 I 是 第 一 个 被 鉴定 的 DNA € B, 
由 pA 基因 座 编 码 , 是 一 个 103 kDa 的 单 链 多 肽 。 每 个 大 肠 杆 蔚 细 胞 中 约 有 400 个 分 子 
的 DNA 聚合 酶 [， 当 底 物 和 模板 存在 时 ,DNA SECO T 可 使 脱氧 核糖 核 苷 酸 依 次 加 到 具 
有 3 -OH 木 端的 多 核 背 酸 链 上 。 它 的 催化 常 要 引物 链 (DNA 或 RNA 链 } 的 存在 。 在 
37 世 条 件 下 ,每 分 子 DNA 聚合 酶 [每 分 钟 可 催化 约 1000 THERA O, DNA RGN 
I 是 一 个 多 功能 酶 , 它 可 以 催化 以 下 的 反应 :DDNA 链 洛 5/93 "方向 延长 (DNA CBE 
HOM. 3 端 水 解 DNA 链 13 一 5 外 切 核酸 酶 (exonuclease) 活性 ] ; OM 5 AKAR DNA 
链 (5 一 3 外 切 核酸 酶 活性 )。 用 蛋 折 水 解 酶 将 DNA RENS I 作 有 限 水 解 , 可 得 到 分 子 量 
为 68 kDa 和 36 kDa 的 两 个 片段 。 较 大 的 断裂 产物 (68 kDa) Il Klenow 片段 ,在 恒 外 它 可 
俱 化 合成 到 应 ,Klenow HERA DNA 聚合 酶 活性 和 3-*5' 外 切 核酸 酶 活性 ,两 种 活性 分 别 
处 于 片段 的 不 同 区域 。C 端的 23 Jr EROS CA BRE PEN 端的 173 H BA ShU ta ie ng 
活性 ,在 蛋白 质 中 ,两 个 活性 位 点 的 距离 为 3 nm 表明 碱 基 的 加 入 和 去 除 功能 在 空间 上 是 
分 开 的 ;小 片段 (35 kDa} 有 5 一 3 外 切 核酸 酶 活性 ,可 以 切除 少量 的 核 背 酸 , 一 次 最 多 切 
10 TRE. KETER A EON ER RE AET TIT FEE JAR RG Re ME R Dp E EHE FR E DNA 的 半 
不 连续 合成 中 ,网 崎 片段 5 H RNA 引物 的 切除 可 能 也 依赖 于 该 外 切 酶 ,小 亚 基 的 外 访 酶 
活性 和 大 亚 基 的 率 合 校对 功能 协同 作用 ,使 DNA 聚合 酶 1 在 体外 具有 从 切口 处 起 始 复制 
的 独特 能 力 , 而 其 他 DNA 聚合 酶 不 具备 这 种 能 力 。 在 双 链 DNA B5 SERE — RREN AAE, 
DNA RAAE | 可 延伸 3 末端 ,合成 新 的 DNA 片段 后 ,DNA A BST 可 置换 到 螺旋 中 已 有 
的 间 源 链 。 该 过 程 如 图 4-8 所 示 。 置 换 出 的 同 涛 链 被 s 一 3 外 切 核酸 酶 降解 。 除 部 分 
片段 被 新 合成 的 材料 取代 且 和 缺口 位 署 沿 双 螺 旋 移 动 外 .DNA 的 性 质 没 有 任何 改变 。 该 反 
应 在 实践 中 很 有 意义 ,体外 的 切口 移 位 (nick translation) 是 实现 在 DNA 分 子 上 引入 放射 
性 标记 核 苷 酸 的 重要 技术 。 在 体内 ,5 73 聚合 酶 合成 活性 和 3Y—5 外 切 核酸 酶 活性 主 
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要 用 来 填充 DNA 双 链 中 短 的 单 链 区 域 ,复制 过 程 中 或 从 DNA 中 切除 受 损 伤 的 碱 基 后 会 


产生 这 些 单 链 区 域 。 
表 4-3 AEAN DNA RAK 
DNA 聚合 醇 [ DNA RAW UT DNA RAS III 
E Mh 10 种 
分 子 结构 PrE 单 亚 基 d 18 个 亚 是 组 志 
ATE kDa) 103 1207 | 850 
4-T CAR 400 100 | 10~20 
5—3-8 45 à TE 十 十 十 
3TC 时 的 转化 率 1000 30 350-1000 
QUE EC AGT. T) 
3-5 外 切 核酸 酶 活性 + | * * 
5 ~“*3 FERRE E EE * - - 


(2) DNA RAMI DNA EB IL 是 一 条 分 子 量 120 000 的 多 肽 链 。 这 个 酶 的 
活性 很 低 , 只 有 DNA 聚合 酶 1 的 5%。 它 也 以 4 种 脱氧 核 精 核 昔 酸 为 底 物 ,从 5- *3' 方 向 
合成 DNA, DNA SEG BE II 具有 3 一 5 的 外 切 核酸 酶 活性 ,但 无 5 一 3 外 切 酶 活性 。 它 
在 DNA 的 修复 中 起 一 定 作用 。 

(3) DNA X &-8& III REZAR PEERKE DNA RGR 1, 但 它 并 不 是 复制 
MERR, TE poA 的 突变 型 中 ,复制 可 继续 进行 。 目 前 .DNA 5 BS HIC polymerase 
IH, PolIID) 被 认为 是 真正 负责 大 肠 杆菌 细胞 内 合成 DNA AE HB (replicase), DNA Rc 
Ki III 是 多 亚 基 组 成 的 蛋白 质 , 它 在 细胞 中 含量 很 少 ,在 每 个 细胞 中 只 有 10-20 个 拷贝 
的 全 酶 (holoenzyme)。PolIll 全 酶 由 ay.rs yt10 种 不 同 的 亚 基 组 成 ,至 少 售 
3 种 重要 的 酶 活性 。 全 酶 的 亚 基 列 于 表 4- 4, 它 们 可 能 的 装配 模型 如 图 4-9 所 示 。 

天 4-4 DNA RAR IT 全 酶 的 亚 基 组 成 


亚 基 基因 分 子 量 (kpa) 功能 及 亚 组 装 

a duaE T 129.9 DNA 35 £ B8 

E dna , muiD 27.5 Y- STER fta 

a holE 8.6 促进 * 亚 基 的 作用 POLI 

z dnaX 71.1 使 核心 酶 二 聚 化 结合 7 复合 物 

y dnaX 47.5 结合 ATP( 依 赖 DNA 的 ATP MD 

è holA 38.7 结合 B 亚 基 [Fo 
s ho!B 36.9 结合 了 和 全 亚 基 

X holC 16.6 结合 SSB 复合 物 

$ holD 15.2 结合 X 和 了 亚 基 


B dnaN 40.6 ES ES 


* * gliding clamp. 
AR 4-4 RRIEUB IB READ a 个 不 同 的 功能 组 分 ,以 下 分 述 之 。 
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ii-9 全 酶 结构 模型 


(1) 核心 聚合 酶 (core polymerase) BOREH na.s.0 三 种 亚 基 组 成 ,其 中 a 亚 
基 的 分 子 量 为 130 kDa, Hl dnaE 编码 合成 ,具有 5 ->3' 方 向 合成 DNA 的 催化 活性 ,每 秘 
可 以 合成 8 个 核 音 酸 。s 亚 基 具 有 35 外 切 核酸 酶 的 校对 功能 ,由 dnaQ 编码 合成 。 在 
体内 e 亚 基 的 基本 功能 是 控制 复制 的 忠实 性 ,这 可 由 dna 寞 变 体 的 表 型 所 证 实 , 在 细菌 
株 中 突变 发 生 的 概率 增加 了 10 Es c 亚 基 常 与 a 亚 基 形成 一 个 紧密 的 1:1 复合 物 ,协同 
发 挥 功 能。 在 细胞 中 ,大 约 有 40 个 分 子 的 核心 酶 ,其 中 只 有 -…- 半 被 组 装 到 全 酶 中 。 核 心 
酶 的 活性 较 低 ,以 大 约 每 秒 20 个 核 苷 酸 的 速度 合成 DNA。 

(2) B 二 聚 体 ”ff 亚 基 是 以 二 聚 体 的 形式 存在 的 。 X 射线 衍射 表明 ,B RED EE 
状 的 ,在 其 名 有 一 个 足以 容纳 DNA 双 馈 施 的 大 空间 (图 4 - 10)。 BOSE DNA, 
并 能 在 DNA 上 自由 滑动 ,构成 一 个 滑动 钳 。 清 动 钳 可 把 全 酶 东 缚 在 模板 DNA 上 ,从 而 
保证 高 度 的 进行 性 (processivity, 即 全 酶 结合 于 单 链 模 板 木 解 离 的 能 力 ), M PolIII 结合 
钳 时 ,全 酶 的 进行 性 可 从 每 次 聚合 10 个 核 背 酸 提 高 到 每 次 聚合 50 000 TRPE, RER 
应 速度 从 每 秒 20 个 核 苷 酸 上 升 到 每 秒 750 个 核 苷 酸 。 因 此 B 钳 的 存在 对 大 脑 杆菌 染色 
体 的 高 效 复制 是 十 分 重要 的 。B 亚 基 可 以 很 容易 地 从 全 酶 中 脱离 。 5 Boc BP EG, TER 
胞 中 外 亚 基 的 含量 很 丰富 ,大 约 每 个 细胞 中 合 300 TORE, 

(3) 了 复合 物 7 复合 物 (Y complex) 是 8 滑动 钳 的 载体 (clamp loader) ,可 帮助 p 
动 钳 结合 到 DNA 上 。Yy 复 合 物 含有 5 个 不 同 的 亚 基 ,形成 一 种 化 学 计量 为 Y2618 iyd 的 
结构 。8 和 & 亚 基 是 由 不 同 基因 编码 产生 的 不 同 蛋 白质 。 Y 复 合 物 有 依赖 DNA 的 ATP 
酶 活性 。B 二 聚 体 自己 并 不 能 组 装 到 DNA. 上 , 它 是 通过 y 复 谷物 与 ATP 协同 作用 催化 
ATP 的 水 解 而 组 装 到 DNA E 

(4) r >HI i dimmer) 连接 蛋白 (ty) 可 结合 两 个 核心 酶 分 子 和 一 个 Y 复 会 物 。 
研究 表明 ,r 与 Y 是 由 相同 的 基因 编码 产生 的 ,但 在 翻译 时 框架 有 所 改变 ,所 以 7 与 在 数 
景 上 是 相等 的 。+ 亚 基 是 一 个 依赖 于 DNA 的 ATP Bj c Rik 可 结合 两 个 核心 酶 ,每 个 
亚 基 结合 一 个 核心 酶 ,形成 PI EREA, 在 一 个 分 子 结构 中 存在 两 个 聚合 酶 表明 复 
制 性 的 (replicative) 聚 合 酶 成 对 起 作用 ,协同 复制 妈 螺 旋 DNA 的 两 条 链 。r 亚 基 也 结合 y 
AH, Pol" J DNA REG BS II 稳定 的 亚 聚 集体 , 它 由 两 个 核心 酶 ,一 个 r* EE OR — 
个 Y 复 合 物 构 成 。Polll1* && 9 个 不 局 的 亚 基 , 它 仅仅 缺少 PEH, BT p gi, 

* 108 - 


C 末端 


图 4-~ 10 pR 


PolIII* 与 全 酶 相 比 进行 性 明显 降低 ,在 PU EMA p 亚 基 可 重新 产生 全 酶 并 恢复 其 进 
行 性 。 

大 们 曾经 认为 核心 酶 是 由 9 亚 基 二 聚 化 的 ,t 二 课 体 结合 一 个 核心 酶 而 Y 复 合 物 结合 
另 一 个 核心 酶 。 证 据 是 + 和 YY 况 争 性 地 结合 包 被 了 SSB 蛋白 的 ssDNA EÉ bR B 
亚 基 。 得 现在 的 研究 表明 核心 聊 是 以 单 体形 式 存 在 。t 和 YY 的 竞争 可 能 县 它们 都 与 包 被 
SSB 蛋白 的 ssDNA 结合 的 缘故 。 

7 复合 物 是 一 个 不 对 称 的 结构 ,因为 其 中 有 4 个 亚 基 是 单 拷贝 ,它们 相对 两 个 核心 聚 
合 酶 不 对 称 分 布 使 全 酶 具有 不 对 称 结构 ,导致 在 全 酶 上 两 个 核心 聚合 酶 功能 上 的 不 对 称 
tE. AH ATP 的 类 似 物 一 一 ATPYS, 可 证 明 这 种 不 对 称 性 。 与 ATP 不 同 , 当 存 在 
ATPYS 时 只 有 一 半 全 酶 可 结合 引发 模板 ; 面 当 全 酶 利用 ATP 结合 DNA 后 ,用 ATPYS 处 
理 可 导致 一 半 酶 脱落 。 这 表明 全 酶 中 的 两 个 聚合 酶 是 不 同 的 ,只 有 -个 可 利用 ATPYS。 
两 个 聚合 酶 功能 上 的 不 对 称 性 将 使 DNA 两 条 链 合成 表现 出 不 同 的 性 质 。 

由 上 可 见 ,DNA XE BE III e RS] Do RE JE S CS ET PR He HR. DNA 3X AK III 
与 DNA RTH ERETTA ERASERS, NC LEER ATP 的 存在 , 反 
应 有 很 高 的 速度 和 高 度 的 进行 性 。PollII 全 酶 的 10 个 亚 基 协 同 发 挥 功 能 ,并 与 其 他 同 复 
制 有 关 的 蛋白 质 一 起 在 30 一 40 分 钟 内 完成 大 肠 杆菌 全 长 4.4 Mb 染色 体 的 复制 。 


2. DNA # ips d sed 


复制 过 程 的 忠实 性 是 保证 生物 体 遗 传 信息 准确 传递 的 一 个 必要 条 件 , 它 取决 于 碱 基 
配对 的 专 一 性 。 每 次 复制 碱 基 对 发 生 错 误 的 概率 是 10-3 ,而 在 细菌 中 实际 的 错 配 率 为 
10 8 一 10 0, 这 意味 着 每 个 基因 组 经 过 1000 次 细菌 的 复制 循环 只 发 生 一 个 错误 或 每 代 
遗传 的 错误 率 只 有 10 5。 

DNA 聚合 酶 可 通过 下 述 两 种 方式 提高 互补 碱 基 选 择 的 专 一 性 。 第 一 ,通过 专 一 性 识 
别 使 即将 加 和 的 碱 基 与 模板 上 的 碱 基 严 格 互补 ,这 种 方式 用 来 控制 合成 前 的 错误 ;第 二 ， 
当 发 现存 在 着 错 配 时 ,可 切除 新 加 人 的 碱 基 ,这 种 方式 叫 梓 对 控制 。 两 种 方式 可 单独 起 作 
用 ,也 可 共同 起 作用 。 由 此 可 见 ,复制 过 程 中 碱 基 配 对 受 双 重 核对 作用 控制 ;聚合 酶 的 选 
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择 作 用 和 3-5 5 F MR BER TS TE Cproofreading) fF FH. 

ETTIR CIT HER 5 DNA 合成 方向 相反 的 3-5 PIRE RUE EE ERES Dn 
d 4 - Lt Bron BS ROSE BE. ce UE REL. — T BE PEEL REA IE KERR, CARENE 
IE: GE BS B SEDES A FR Tn REC ERRU SEA MORE GS WURR HRR, NGA 
酶 就 会 返回 并 切除 最 后 个 加 入 的 碱 基 , 使 正确 的 前 体 核 芽 酸 进入 该 位 置 。 
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不 同 的 DNA 聚合 酶 以 不 同方 式 处 理 集 合 与 校对 之 间 的 关系 。 E ` 些 酶 中 ,两 种 活 
性 处 于 同 -重申 质 亚 基 中 的 不 同位 置 上 ;而 在 另 - . 些 酶 中 ,两 种 活性 处 于 同一 伍 丹 质 的 不 
阿 亚 基 上 ， 实 际 上 , 猴 误 碱 基 的 去 除去 比 图 4-11 复杂 的 多 ,因为 仅 化 切除 反应 与 催化 玄 
全 反应 的 活性 处 于 蛋 扬 质 的 不同 部 位 。 

DNA 到 合 酶 在 复制 过 程 中 造成 的 错误 除了 不 正确 配对 造成 的 核 苷 酸 取 代 外 ,还 包括 
H FA TRE ARAT E E E, DNA RAM 3 一 5 校正 活性 也 可 除去 
造成 框架 移 位 的 额外 碱 基 。 产生 往 架 移 位 错误 的 概率 还 受 聚 合 酶 进行 性 的 影响 ,这 对 同 
RF 3l homopolymeric stretch) 的 复制 尤其 重要 。 例 如 , 当 复制 一 个 dTn ,dAn 的 长 序列 
时 ,复制 滑动 可 改变 同 际 序列 的 长 度 。 道 常 提高 DNA 聚合 酶 的 进行 性 可 降低 框架 移 位 
错误 发 生 的 可 能 性 。 凶 亚 基 DNA 聚合 酶 进行 性 的 提高 是 由 特殊 亚 基 决定 的 ,而 该 亚 基 
对 于 酶 的 催化 活性 并 不 是 必需 的 。 上 面 提 到 的 DNA RAR TIE 的 进行 性 因子 是 它 的 Bg 
E, ARRAI T4 MRR f] Bpod ds 日 的 进行 性 因 于 ,分 别 为 gp45 蛋白 和 增殖 性 
细胞 核 抗原 PCNA ,这些 进 行 性 因子 也 有 与 8 二 店 体 类 似 的 可 在 DNA 上 滑动 的 环 状 结 
Ha 


3. 其 他 生物 的 聚合 酶 


- 些 噬菌体 也 编码 DNA 聚合 酶 ,它们 是 TA TS T7 .SPOI ; 这 些 酶 都 有 5 -3 AR 
活性 和 3' 一 5' 外 切 校正 活性 。 星 菌 体 聚 合 酶 多 肘 与 其 他 蛋白 质 在 噬菌体 或 宿主 的 复制 起 
点 扯 结合 形成 完整 活性 的 酶 ,在 噬 昔 体 中 编码 咬合 酶 的 基因 发 后 突变 会 阻止 噬菌体 的 发 
H. 

目前 ,在 真 核 生 物 中 发 现 了 5 种 不 同 的 DNA RAR, SEH aB Yde ER aBd 
= 位 于 细胞 核 中 ,而 y 是 线粒体 酶 。 其 中 聚合 梅 8 同属 一 类 DNA 聚合 酶 ,有 共同 的 结 
构 和 催化 特征 。 


4. DNA 聚合 酶 的 引物 


DNA RAWH -FEIRE ME E C11] 71 fE B 4E ILC B TIO A CU RO e ng D 
Ei I-RE ELI ANBE A ATRE DNA 链 的 台 成 。 所 以 ,它们 需要 引物 (primer} 来 
110- 


提供 3- OH 末端 ,然后 在 其 上 如 人 核 苷 酸 来 延伸 DNA 链 。 引 物 有 多 种 形式 ,通常 细胞 
DNA 和 - 些 病 毒 先 在 模板 上 合成 一 段 RNA 序列 ,然后 通过 DNA 聚合 酶 延伸 RNA 链 的 
3 OH。 反 转录 病毒 也 利用 这 种 机 制 引 发 RNA 的 反 转 录 过 程 。 而 环 状 双 螺 旋 DNA 38 
常 在 内 部 形成 一 个 缺口 产生 引物 末端 ,如 DNA 深 环 复制 就 是 这 样 起 始 的 。 这 个 过 程 与 
图 4 - 8 中 的 切口 移 位 不 同 ,前 者 用 新 合成 的 链 党 换 已 有 的 链 , 调 后 者 DNA 聚合 酶 从 缺口 
开始 合成 并 降解 原 有 DNA。 此 外 ,一 些 特 殊 的 蛋白 质 可 以 把 一 个 与 其 相连 的 核 背 酸 引信 
到 DNA 聚合 酶 的 催化 位 点 来 直接 引发 反应 。 有 一 些 病毒 利用 这 个 机 制 。 


5. DNA REREH 89 T UBI 


LEFRERE DNA 聚合 酶 和 RNA 聚合 酶 ) 可 能 是 生物 进化 过 程 中 最 早出 
现 的 酶 ,生物 体 利 用 它们 来 准确 复制 自身 的 基因 组 。 育 合 酶 的 作用 机 制 必然 有 以 下 特征 : 
首先 ,聚合 机 制 必 须 是 简单 且 普 遍 适 用 ;第 二 ,这 些 酶 必须 有 高 度 的 忠实 性 ,可 把 基因 组 的 
序列 信息 准确 地 复制 给 子 代 ,否则 亲 代 所 合 的 遗传 信息 将 不 复 存 在 ;最 后 ,复制 性 的 DNA 
聚合 酶 必须 是 高 度 进行 性 的 ,可 以 一 次 复制 整个 基因 组 而 不 从 模板 上 脱落 。 人 们 通过 研 
究 , 已 对 DNA 侈 合 酶 的 健 化 机 制 及 其 复制 忠实 性 和 进行 性 的 机 制 有 了 深刻 的 了 解 。 由 
聚合 酶 与 底 物 复 合 物 晶 体 的 X 图 谱 可 初步 了 解 聚 合 酶 的 结构 是 如 何 促使 dNTP 加 到 引 
物 -模板 复合 物 上 的 。 

Poll 家 族 的 率 合 酶 有 相同 的 结构 特征 ,具有 N 末端 3 一 5 校正 作用 的 外 切 核 酸 酶 区 
域 和 CC 末端 聚合 酶 区 域 。 其 聚合 酶 区 域 的 结构 由 三 个 亚 区 域 组 成 ,使 人 联想 到 一 个 半 张 
开 的 右手 ,这 三 个 亚 区 域 被 称 为 手指 ,手掌 .拇指 ,它们 形成 一 个 可 结合 DNA f X ai B, 
XR COBRE TA PEREIE. GERCTX HE RAED AREEIRO LI SERE ICE. RNA 
BE BESUS RHEE 手掌 亚 区 域 在 缝隙 的 底部 ,含有 保守 的 氨基 琶 序 列 微 区 A, 
C( 存 在 于 所 有 的 核酸 聚合 酶 中 ) 和 HB( 只 存在 于 依赖 DNA 的 案 合 酶 中 ) ,它们 构成 了 活性 
位 点 。 这 些 保守 氨基 酸 包 括 结合 参与 催化 的 金属 离子 的 关键 酸性 氨基 酸 , 还 包括 与 引物 
末端 以 及 dNTP 的 = 磷酸 相互 作用 的 氨基 版 残 基 。 聚合 酶 缝隙 的 壁 部 由 手指 和 拇指 亚 区 
域 组 成 。 尽 和 车 与 手掌 相 比 其 氨基 酸 保守 性 要 小 ,这些 亚 区 域 在 不 同 聚合 酶 中 的 功能 却 十 
分 相似 。 通过 晶体 结构 和 模型 研究 ,手指 区 域 可 与 未 复制 的 单 链 模板 相互 作用 ,同时 手指 
区 域 的 一 部 分 也 参与 结合 进入 的 底 物 dNTP。 而 拇指 亚 区 域 可 与 模板 ~ 引物 DNA 双 螺 旋 
相互 作用 。 襄 合 酶 通过 保守 残 基 与 引物 模板 复合 物 相互 作用 使 引物 的 3 末端 定位 在 手 
指 和 手掌 的 会 合 点 ,并 与 dNTP 相对 。 

人 们 对 嗜 热 脂肪 芽孢 杆菌 ( 昌 . stearothermophilus) DNA PolI 进行 了 研究 ,通过 考察 
引物 -模板 和 活性 部 位 的 结构 ,揭示 聚合 酶 与 DNA 是 如 何以 一 种 不 依赖 序列 的 方式 相隔 
作用 的 。 育 合 酶 与 引物 -模板 复合 物 3 端 4 个 碱 基 对 的 小 沟 DNA 发 生 了 广泛 的 相互 作 
用 。 小 淘 与 大 沟 不 同 , 含 有 不 依赖 于 核 苷 酸 序 列 的 氢 键 供 体 和 受 体 ,所 以 通过 小 沟 接 触 多 
许 豪 合 酶 结合 任何 序列 。 紊 合 酶 结合 的 DNA 主要 是 也 型 结构 ,但 靠近 引物 末端 的 DNA 
通常 是 A 型 结构 ,该 结构 县 有 较 低 的 螺旋 扭曲 和 更 宽 的 小 沟 , 使 进 人 小 沟 更 加 容易 。 

模板 和 正 进 入 的 核 背 酸 之 间 新 形成 的 碘 基 对 并 不 与 聚合 酶 蛋白 发 生 氧 键 作 用 ,正确 
KRERET- MEER REN ,聚合 酶 以 及 引物 末端 三 者 在 空间 上 配合 的 紧密 程度 决 
定 的 。 引入 的 碱 基 和 模板 上 与 之 配对 的 碱 基 恰 好 进 人 一 个 仅 能 容 销 Watson-Crick 配对 
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的 口袋 中 ,口袋 里 有 限 的 空间 限制 了 dNTP 的 运动 ,促使 其 与 模板 形成 标准 的 Watson- 
Crick MÆ IT o 

FERS A ERE DRSESEdEYXPOME ANTP 的 进入 与 结合 产生 了 空间 限制 和 静电 
限制 。 在 dNTP 的 了 BD 和 YY 碰 酸 基 著 上 ,不 与 金属 作用 的 气 残 菇 都 与 队 合 酶 螺旋 上 的 一 个 
或 多 个 保守 残 基 相互 作用 。 另 外 ,DNA 聚 台 酶 上 的 一 些 疏 水 残 基 在 核 糟 的 C2' 位 置 构 成 
一 个 玖 水 性 口袋 ,可 将 错误 进入 的 核糖 核 背 酸 驱 除 。 以 上 结构 为 DNA REG BEI HB A. 
的 核 芳 酸 种 类 提供 了 结构 基础 。 


图 4-12 WEINE E BERE T B UR 


研究 还 发 现 ,dNTP 的 进入 伴随 着 两 个 Mg 离子 的 作用 。 由 此 提出 IT EAE 
合 ) 反 应 的 双人 金属 离子 机 制 (two metal-ion mechanism), (E 4- 12) 聚 合 酶 活性 部 位 位 于 
手掌 上 ,具有 3 个 保 宁 的 酸性 残 基 , 其 中 两 个 保守 羧基 (ASP) 可 与 两 个 金属 离子 (Me2+ ) 
结合 并 使 它们 固定 在 活性 部 位 上 。 这 两 个 ASP REE DNA 和 RNA 聚合 酶 中 广泛 存在 。 
同时 ,这些 金 属 离子 又 与 JNTP 的 碰 酸 基 团 相 结合 ,通过 与 三 个 磷酸 基 团 上 非 酯 化 的 氧 相 
互 作用 ,从 而 限制 了 核 苷 酸 的 定位 。 此 外 ,人 金属 离子 A 降低 了 引物 3 OH 对 H 的 亲和力 ， 
促进 了 3O0 亲 核 结构 进攻 核 苷 酸 的 w 磷酸 基 团 ,从 而 催化 了 磷 酰 基 转 移 反 应 ,最 终 导 臻 
了 核 苷 酸 的 挫 和 人 。 而 金属 离子 也 促进 了 焦 磷 酸 的 释放 。 这 两 个 离子 还 通过 抵 销 过 渡 态 
产生 的 负电 荷 ,稳定 了 五 价 过 渡 态 结构 。 除了 手掌 亚 区 域 的 酸性 氨基 酸 残 基 外 ,手指 亚 区 
域 的 一 些 残 基 也 直接 参与 Poll 家 族 聚 合 酶 的 催化 反应 。 BAAN , TE v RO E PO +T E kg 
DNA Poll 中 , 酷 气 酸 残 基 在 构建 活性 位 点 的 立体 结构 时 发 挥 了 重要 的 作用 ,从 而 保证 了 
正确 的 碱 基 配对 。 

PolI RARD 的 电 体 结构 显示 出 在 它们 的 聚合 酶 区 域 存在 相似 的 折 和 到 结构 ,它们 和 包 
TRISTE EE DNA RGW IAI Klenow HKE, Tag DNA KARERA MA E, A D T 
JEFE DNA 来 合 酶 。 另 一 种 非 间 源 的 DNA 上 案 全 酶 一 一 哺乳 动物 的 DNA a B GR. 
有 有 类似 的 机 制 。 在 该 酶 中 发 现 了 相似 的 引物 -模板 DNA dNTP 和 两 个 MB BERI, TE 
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RNA 的 RNA 聚合 酶 中 也 都 存在 着 相似 的 催化 区 域 结构 .ASP 残 基 和 人 金属 离子 连接 方 
式 。 这 表明 以 上 这 些 多 核 背 酸 聚 合 酶 可 能 采取 相同 的 双人 金属 离子 机 制 进行 催化 。 其 他 厂 
酸 转移 反应 ,如 豪 合 酶 上 起 校正 作用 的 外 切 核 酸 酶 ,也 可 能 采用 类 似 的 双 金 属 机 制 进行 催 
化 。 该 机 制 也 适用 于 由 RNA 形成 的 RNA 和 DNA 京 合 酶 ,因此 在 远古 的 RNA 世界 里 也 
可 能 发 挥 重 要 作用 。 

DNA 聚合 酶 与 引物 模板 复合 物 结 枯 的 确定 也 部 分 解释 了 豪 合 酶 复制 DNA 的 上 忠实 
性 。 核 音 酸 的 挫 入 是 受 模 板 指 导 的 ,所 以 DNA 聚 台 酶 在 每 个 催化 循环 中 都 圳 改变 它 的 
BOR E 一 性 ,该 过 程 的 错误 概率 仪 有 10 一 10”。 这 个 结构 模型 描述 了 分 子 识别 
的 细节 , 育 合 酶 的 氨基 酸 残 基 可 与 DNA 小 沟 中 的 氢 键 受 体 相互 作 用 ,4 种 Watson-Crick 
碱 基 对 的 相同 位 置 都 有 和 氨 键 受 体 存在 ,所 以 这 种 相互 作用 与 所 复制 的 DNA 的 碱 基 序 列 
施 关 。 但 挫 有 形成 正确 的 Watson-Crick 碱 基 配 对 时 ,这 种 相互 作用 才 会 发 生 。 如 果 缺 少 
这 种 必要 的 相互 作用 ,含有 错 配 碱 基 的 引物 模板 复 台 物 对 聚合 酶 的 结合 能 力 会 下 降 ,或 者 
不 能 正确 定位 于 DNA 聚合 酶 活性 位 点 ,导致 DNA ARARE NERS, ATE DNA 
聚合 酶 从 DNA 合成 到 校正 的 转变 。 错 误 挫 入 也 促使 引物 -模板 双 螺 旋 的 熔 解 ,产生 一 个 
RA 4—5 nt 的 3' 单 链 末 端的 DNA 分子 ,这 种 DNA 结构 是 外 切 核 酸 酶 的 适宜 底 物 。 大 
IA PolI 的 聚合 酶 和 外 切 核 酸 酶 活性 位 点 虐 离 3nm, 但 通过 一 个 共同 的 DNA 结合 链 
院 相 连接 。 这 种 安排 表明 生长 链 的 3 末端 必须 从 聚合 酶 活性 位 点 转移 到 校正 的 活性 位 
点 以 切除 错 配 。 


Z., DNA 连接 酶 


DNA 聚合 酶 只 能 催化 多 核 昔 酸 链 的 延长 反应 ,不 能 使 链 与 链 之 间 连 接 。 因 此 ,在 复 
制 过 程 中 ,必然 存在 一 种 酶 ,能 催化 链 的 两 个 末端 之 间 形 成 共 价 连接 , 这 个 酶 就 是 DNA 
连接 酶 (DNA ligase)。DNA 连接 和 酶 能 催化 双 链 DNA 切口 处 的 5 磷酸 基 和 3'- 羟 基 生 成 
磅 酸 二 嫩 键 。 这 种 反应 需要 供给 能 量 , 大 肠 杆 茵 和 其 他 细菌 的 DNA ESENS DI NAD 作为 
能 量 来 源 ,动物 细胞 和 噬菌体 的 连接 酶 则 以 ATP. 作为 能 量 米 源 。 连 接 反 应 包括 两 步 , 首 
先 形成 一 个 酶 - AMP 复合 物 ,这 个 复合 物 通过 AMP 与 缺口 处 的 5' 磷 酸 相 连 , 然 后 5’ 磷酸 
与 缺口 的 3 羟基 末端 形成 磷酸 二 酯 键 , 并 放出 酶 和 AMP 


Wy. 4 旋 酶 


在 体外 ,大 多 数 DNA 以 双 螺 旋 的 形式 存在 。 然 而 ,在 DNA 复制 、 修 复 、 重 组 及 楼 合 
过 程 中 ,DNA 两 条 互补 链 必 须 部 分 分 开 以 形成 单 链 DNA 中 间 体 , 即 解 旋 。 该 过 程 是 由 
DNA 螺旋 酶 催化 完成 的 。 螺 旋 酶 (helicase) 又 称 为 解 旋 酶 ,是 促进 DNA 的 两 条 互补 链 分 
BER. DNA RIEME DNA 复制 .重组 ,修复 过 程 中 关键 的 发 动 蛋白 。 螺旋 酶 具有 依赖 
DNA 的 ATPase 活性 ,可 把 ATP 水 解 产 生 的 自由 能 转化 为 解 旋 DNA HE REEE nn 
DNA 链 移动 的 机 械 能 。 在 解 旋 过 程 中 ,这 些 酶 打 断 互补 碱 基 配 对 的 氮 键 并 结合 、 水 解 
ATP, LA 500 一 1000 bp/ 秒 的 速率 沿 DNA 链 解 旋 DNA IURIE, 

在 原核 和 真 核 生 物 、 细 万 噬菌体 和 病毒 中 都 能 检测 到 DNA 螺旋 酶 的 存在 。 大 多 数 
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有 机 体 的 细胞 能 编码 多 种 螺旋 酶 ,这 些 螺旋 酶 的 功能 相互 重 到 或 平行 。 侈 如 ,大 肠 杆 菌 能 
编码 宇 少 12 种 螺旋 酶 ,酵母 至 少 6 种 。DNA 螺旋 酶 也 是 真 核 生物 转录 复合 物 的 组 分 ,还 
有 一 些 螺旋 酶 具有 RNA 螺旋 酶 活性 ,在 真 核 生 物 的 转录 起 始 中 发 挥 作用 。 有 些 螺旋 莓 
还 能 使 RNA/DNA 双 螺 旋 解 旋 。 各 种 螺旋 酶 在 DNA 解 旋 和 沿 DNA 链 移动 方面 具有 一 
些 共 同 的 机 制 。 其 主要 的 特征 是 DNA 螺旋 酶 都 以 专 聚 体 的 形式 发 挥 功 能 ,通常 是 一 聚 
ARARE- 5)。 每 个 亚 基 具有 一 个 潜在 的 DNA 结合 位 点 ,从 而 每 分 子 螺 旅 酶 具 
有 多 个 DNA 结合 位 点 ,这 是 螺旋 酶 实现 催化 功能 的 关键 。 在 聚合 状态 已 被 详细 研究 的 
WIERE ,除了 RecBCD 酶 ,其 他 螺旋 酶 多 以 塞 聚 体 的 形式 存在 。 大 肠 杆菌 DnaB XS ET 
Bj RuvB ,噬菌体 T7 基因 4 RERA DEUS DA 基因 41 螺旋 酶 ,SV40 T 抗原 和 
AITA Rho 蛋白 是 六 聚 体 ,而 大 肠 杆 获 的 Rep 蛋白 是 一 个 二 聚 休 。DNA 解 旋 和 转 位 
的 分 子 机 制 要 求 螺旋 酶 至 少 应 具有 两 个 DNA 结合 位 点 。 

复制 又 是 由 复制 性 的 DNA Hi e AS TE HH "E S LAE RNA AC BET RIA DNA 
SUUS FUR PCI RENS E — VER AS SUCI Pee 最 近 对 不 同 生物 复制 性 的 螺旋 
REAA BA FEBRE DnaB、SV40 的 工 抗原 和 噬菌体 T4 和 T7 螺旋 酶 的 研究 表明 ,尽管 这 4 
种 盘 日 质 之 问 没 有 明显 的 序列 相似 性 ,但 它们 都 有 共同 六 到 全 结构 而 且 生 物化 学 性 质 也 
相似 ,如 以 高 的 进行 性 解 旋 以 及 与 相应 的 复制 性 DNA 聚合 酶 协同 作用 。 这 些 性 质 是 产 


生 复制 义 的 螺旋 酶 所 普遍 具有 的 。 
表 4 -5 螺旋 酶 的 喜 聚 性 质 

EET: EE REWE O | wu 聚集 情况 
SV40 A T bim A TIERE 41 Sti AG 

T7 HEB OE SEDI 4 蛋白 TED Al HABI EuB AE A 
AB ETE Rho AGER | AMEER LIT FER 

AH Tral EEG KEI ReclCD 蜡 三 聚 体 或 六 聚 体 

KE Redi XC NE ERR DURER) | KFH Rep j 
AAFF EBE II(UwD) —REikUOCmMDXEDE | ABFE Rep/UvrD FOR 
AIE UvrAB ABERI HeLa I8 Sz Ri 二 聚 体 


HSV - Vi et HR H ZRA HSV- 工 螺旋 酶 /引发 酶 RB 
OCC 


电镜 图 象 重建 技术 显示 六 素 体 复制 性 的 蝶 旋 酶 可 产生 围绕 DNA HEA, ang 
菌 体 T 的 崇 旋 酶 是 一 个 具有 两 个 不 同 表面 的 六 京 体 环 , 其 外 径 13nm, 具 有 2,5 一 3.0nm 
的 润 , 可 覆盖 30nt 的 单 链 DNA。 在 大 肠 杆菌 DynaB T4 螺旋 酶 .Sv40 的 工 抗原 — DNA 
复合 物 中 也 有 类 似 的 结构 。 但 不 清楚 这 些 螺旋 酶 可 包围 一 条 DNA 链 还 是 可 包围 DNA 
双 链 ,可 能 在 不 同 的 螺旋 酶 中 具体 情况 不 同 。 E ES RUE BEES EE DNA 的 事实 解释 它们 在 
复制 叉 上 近似 无 限 的 进行 性 。 因 此 ,六 聚 体 的 DNA 螺旋 酶 与 DNA 来 合 本 的 滑动 钳 一 
样 ,都 能 通过 与 DNA 拓扑 连接 实现 高 度 的 进行 性 、_- 旦 这 些 螺旋 酶 结合 DNA, 双 螺旋 将 
连续 熔 解 直到 一 些 活 化 过 程 终 由 螺旋 酶 活性 ,在 细菌 中 序列 专 一 性 的 终止 蛋白 握 供 了 这 
种 螺旋 航路 障 。 

螺旋 酶 催化 的 DNA 解 旋 机 制 可 分 为 两 大 类 ; 主动 机 制 和 被 动机 制 。 在 主动 机 制 中 
螺旋 酶 使 双 螺 旋 DNA. 去 稳定 ,而 被 动机 制 是 通过 结合 双 链 DNA 上 暂时 形成 s DNA 间 
接 促 进 解 旋 的 。 被 动机 制 中 螺旋 酶 只 一 个 结合 位 点 与 ss-DNA 结合 ,结合 后 沼 ss-DNA 
回 双 螺旋 运动 使 未 解 旋 的 双 链 分 开 。 主动 机 制 中 螺旋 酶 至 少 要 有 两 个 结 台 位 点 ,该 机 制 
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又 分 为 两 亚 类 :第 一 种 主动 机 制 是 螺旋 酶 直接 与 dsDNA 结合 ,并 使 部 分 贼 基 去 稳定 。 该 
过 程 包括 ATP 的 结合 水解 .产物 释放 ,从 而 引起 螺旋 酶 的 结构 变化 ,实现 解 旋 。 该 机 制 
需要 酶 在 催化 的 中 间 过 程 中 能 同时 结合 ss 和 dsDNA, 它 又 包括 蠕虫 机 制 和 滚动 机 制 两 种 
类 型 。 第 二 种 主动 机 制 是 扭曲 机 制 ,螺旋 芒 不 直接 与 双 螺 旋 DNA 结合 ,而 是 在 ss /ds 
DNA 连接 处 同时 结合 两 条 单 链 ,通过 ATP 诱导 结构 变化 而 礁 坏 邻近 的 双 链 区 域 使 之 解 
旋 。 对 大 肠 杆 菌 Rep 间 源 二 襄 体 螺旋 酶 的 解 旋 机 制 研究 得 最 彻底 , 它 是 大 肠 杆菌 中 最 主 
要 的 螺旋 酶 ,通过 Rep 二 聚 体 以 主动 的 滚动 机 制 进行 DNA 解 旋 和 移 位 。 滚 动机 制 适 用 
于 所 有 同 紊 螺旋 酶 ; 它 需 要 螺旋 酶 有 两 个 相同 的 DNA 结合 位 点 ,每 个 位 点 必须 既 能 结合 
ssDNA 又 能 结合 dsDNA; 并 假设 Rep ORE C2 对 称 ,每 个 亚 基 以 相对 碰 酸 骨架 特定 的 
极 性 结合 ssDNA。 在 滚动 机 制 中 ,始终 有 一 个 亚 基 结合 在 复制 到 处 3' 方 向 的 ss DNA E, 
另 一 个 亚 基 根据 不 同情 况 可 结合 在 同一 条 单 链 上 或 复制 及 前 的 双 链 区 域 。 每 个 亚 基 可 交 
替 地 结合 ssDNA 和 dsDNA, 这 是 由 ATP 和 ADP 结合 造成 空间 结构 的 变化 来 控制 的 。 具 
体 解 旋 过 程 如 图 4- 13 所 示 : 中 间 体 1 二 聚 体 的 两 个 亚 基 都 结合 名 3'ssDNA 上 ,形成 
PS 复合 物 ; 与 ATP 结合 后 ,其 中 一 个 亚 基 对 ssDNA 的 亲 和 性 下 降 , 对 双 螺 旋 DNA 的 亲 
和 性 提高 ,通过 中 间 体 I 产生 中 间 体 III(P;SD); 在 PSD 复 公物 中 ,Rep 二 聚 体 同 时 结合 
在 复制 又 前 的 双 螺 旋 和 3'ssDNA 链 上 ;然后 通过 也 SD 复合 物 水 解 ATP. 导致 重 白质 结构 
发 生变 化 ,在 双 螺 旋 中 产生 多 个 碱 基 的 去 稳定 ,置换 出 $ 单 链 ; 同 时 Rep 亚 基 还 结合 在 3 
单 链 上 ,从 而 产生 了 PS; 复合 物 ; 随 后 的 ADP 和 无 机 磷酸 的 释放 完成 了 产生 牛 间 体 工 的 
ÎE, HW Rep 是 二 聚 体 ,所 以 工 与 工 在 功能 上 是 -一致 的 。 


—— BR o sis 


a UNT AT -一 dae MT dau" 


ADP + Pi 


BS, PS PSD PS, PS 


I n H N I 


Ej4-13 螺旋 酶 催化 的 DNA 解 旋 机 制 


在 这 个 模型 中 ,通过 Rep 二 聚 体 的 翻转 及 与 ATP 结合 ,水 解 的 循环 ,完成 了 双 螺 旅 
DNA 的 解 旋 。 每 次 催化 循环 中 有 多 个 伐 基 对 被 拥 旋 ,而且 有 功能 的 二 聚 体 至 少 有 -个 亚 
3£*3 3 (DNA 结合 ,这 个 机 制 可 保持 解 旋 的 高 进行 性 。 深 动 机 制 不 同 于 旺 虫 机 制 ,后 
者 也 需要 猕 旋 酶 有 两 个 DNA 结合 位 点 :但 这 两 个 结合 位 点 是 不 同 的 ,与 ssDNA 的 结合 是 
有 方向 性 的 ,这 使 螺旋 酶 具有 了 极 性 。 如 头 位 点 可 交替 与 ssDNA 和 双 螺 旋 DNA 结合 ， 
尾 位 点 只 与 sDNA 结合 ,以 蠕动 机 制 解 链 。 


五 、DNA 拓扑 异 构 酶 


复制 过 程 中 ,DNA 双 螺 施 的 解 旋 使 复制 又 前 面 产生 正 超 螺 旋 , 如 果 不 以 某 种 方式 肢 
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放 这 种 应 力 ,将 妨 姆 复制 勺 前进; 在 大 肠 杆 菌 中 ,如果 这 些 超 螺旋 传递 到 分 了 木 端 才 被 释 
放 ,DNA 分 子 每 分 钟 必须 转 20 000 转 左 右 ,而 和 且 环 状 分 让 没有 自由 末端 。 拓 扑 蜡 构 酶 可 
LA fi E BRE De P ,从 而 解决 上 述 问 题 。 

在 天 肠 杆 蓝 中 ,起 主要 作用 的 拓扑 异 构 厂 是 折 扑 异 构 酶 I[, 又 被 称 为 DNA 旋转 酶 
(DNA gyrase)。 它 由 两 个 A 亚 基 和 两 个 也 亚 某 组 成 ,B 亚 基 可 以 结合 ATP, 具 有 ATP Mi 
活性 。 据 扑 异 构 酶 DD 能 产生 负 超 螺旋 以 抵 销 复制 义 移 动 所 产生 的 止 超 螺旋 , 它 每 次 能 使 
DNA 冯 链 问 时 斯 型 ,然后 使 斯 裂 末 端 与 两 个 A 亚 基 共 价 连接 ,而 不 至 于 造成 DNA 分 子 
的 开 环 ,再 让 男 一 条 双 链 DNA 穿 过 缺 章 ,将 已 切断 的 末端 重新 连接 起 来 。 f CELERE 
引起 的 超 螺 旋 数 月 变化 为 2。 通过 控制 正 超 螺旋 产生 及 其 转化 为 负 超 螺旋 的 速率 平衡 ， 
旋转 本 可 防止 正 超 曙 旋 的 积累 , 便 DNA 片段 以 负 超 螺旋 形式 存在 。 大 肠 标 菌 旋转 酶 温 
度 铂 感 型 菌株 在 非 许 可 温度 下 ,DNA 合成 速度 立即 下 降 。 此 外 ,在 环 状 DNA 复制 的 最 后 

He ,旋转 酶 可 分 开 复制 后 的 两 个 环 状 子 代 DNA 链 。 

细菌 中 的 其 他 拓扑 滤 构 酶 也 可 能 在 复制 过 程 中 起 作用 。 IUE Hth E MEE! 
个 己 知 的 拓扑 异 构 酶 中 有 3 个 支持 复制 中 新 DNA FEBU SES BI RENE IV 可 有 效 去 
除 两 种 超 蛇 旋 , 在 高 法 度 时 能 防止 产生 过 度 的 超 嵌 施 。 大 用 慎 菌 拓扑 异 构 酶 TII 虽 不 能 
去 除 正 超 螺 旋 但 也 能 支持 亲 链 解 旋 。 理论 上 ,DNA 拓扑 异 构 酶 可 在 含 超 螺旋 的 任何 拓扑 
区 域 发 挥 作用 ,去 除 复制 产生 的 正 超 螺 旋 、 例 如 ,8 复制 中 间 体 的 正 超 螺 旋 可 被 1.11 型 折 
扑 异 构 酶 在 9 的 非 复 制 区 除去 。 

在 酵母 中 ,拓扑 异 构 酶 1 可 能 是 复制 时 主要 的 拓扑 异 构 酶 ,但 它 的 功能 可 被 拓扑 异 构 
BS [I 取代 。 新 链 延 伸 需 拓扑 异 构 酶 1T 的 共同 参与 ,拓扑 异 构 酶 TIT 自身 不 足以 完成 任 
务 。 


六 、 单 链 结 合 蛋 白 


在 DNA 链 上 ,前 进 的 解 旋 酶 后 存在 着 单 链 区 域 ,为 避免 单 链 退 火 或 形成 链 内 氨 刍 ， 
单 链 区 必须 与 昔 链 缚 合 蛋白 (single-strand binding protein, SSB)£& & , SSB 的 另 一 个 生物 
学 功能 可 能 是 在 复制 中 与 单 链 DNA 高 亲 和 性 地 结合 并 保护 单 链 DNA 部 分 不 被 核酸 酶 
水 解 。 作为 辅助 蛋白 ,SSB TE DNA 的 复制 .重组 ,修复 等 过 程 中 起 着 关键 的 作用 。 除了 能 
以 高 亲和力 结合 ssDNA 外 ,SSB 还 有 其 他 : - 些 特征 .SSB 与 DNA 结 台 时 无 序列 专 一 性 ; 
SSB 可 加 强 单 链 DNA 对 DNA 聚合 醇 的 亲和力 ;可 与 其 他 有 关 复 制 的 酶 如 螺旋 酶 作用 ， 
或 促进 它们 发 挥 自身 作用 ;复制 中 所 需 的 SSB 的 数量 与 ssDNA 模板 的 数量 早 化 学 计量 关 
系 ; 当 DNA 桶 合 酶 前进 时 ,会 置换 出 结合 在 单 链 上 的 SBAA, 

最 早 发 现 的 SSB 是 TAEBEEGIGEDN 32 编码 的 蛋白 质 , 随 后 在 大 肠 杆 落 .其 他 细菌、 
接合 细菌 质 粒 、 其 他 吗 菌 体 及 真 核 生 物 中 也 发 现 了 SSB 功能 上 的 类 似 物 。 

原核 细胞 中 的 SSB 主要 有 TA ERREUR EDS. 32 的 编码 产物 (gp32), 大 肠 杆菌 的 SSB 
等 。gp32 以 单 体形 式 存在 ,每 个 细胞 含有 10 000 个 拷贝 。 其 单 体能 使 复制 复合 物 前 面 的 
XU DNA 去 稳定 ;保护 单 链 DNA 不 被 核酸 酶 降解 ; 咏 止 单 链 DNA TTE RODUSRCE x 
结构 。gp32 可 与 T4 复制 中 的 其 他 蛋白 质 相 互 作用 ,gp32 的 功能 不 能 被 大 肠 杆 菌 的 SSB 
到 代 。gp32 对 ssDNA 的 结合 有 高 度 的 协同 性 ,可 形成 连续 的 蛋白 质 囊 ,很 容易 使 单 链 
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DNA 饱和 。 

大 肠 杆菌 中 的 SSB dé In UE EUR DE LO AR AUR. 177 个 氨基 酸 ,每 个 细胞 含有 800 7018 
贝 ，SSB 参与 引发 体 的 组 装 ; 消 除 使 PolIII 停止 前 进 的 二 级 结构 ;促进 大 肠 杆菌 PetII、 
PelIII 的 活性 ,但 不 能 促进 Poll 和 T4 虞 合 酶 的 活性 ;能 提高 DNA 复制 的 忠实 性 。SSB 与 
单 链 核 背 酸 有 多 种 结合 方式 。 每 个 四 村 体 可 结合 35+3 或 后 十 5 个 核 苷 酸 。 在 (SSB)3。 
复合 物 中 , 单 链 DNA 只 能 与 SSB 的 两 个 亚 基 作用 ;在 {SSB)ss 复 合 物 中 ,可 与 所 有 4 个 亚 
大 作用 。 接 合 质粒 和 线粒体 中 的 SSB 与 大 肠 杆菌 中 的 SSB 相似 ,而 真 核 细胞 中 的 SSB H 
显 不 同 于 大肠 杆菌 的 SSB 和 gp32。 


第 三 节 复制 的 起 始 


所 有 已 知 的 DNA 分 子 都 在 复制 起 点 处 起 始 一 轮 复 制 。 复制 是 在 起 始 阶段 进行 控制 
的 ,复制 子 增殖 依赖 于 起 始 过 程 中 在 起 点 处 发 生 的 相互 作用 。 一 旦 复制 起 始 后 , 它 就 会 进 
行 到 底 ,直到 整个 基因 组 都 复制 。 起 始 的 频率 由 复制 起 点 和 调控 蛋白 的 相互 作用 控制 。 
在 一 个 细胞 周期 中 ,每 个 复制 子 只 启动 一 次 。 

起 始 有 两 种 方式 :从 头 起 始 (de novo initiation), DNA 链 的 合成 从 头 开 始 ; 共 价 延伸 
(covalent extension ) ,新 链 从 原 有 的 亲 链 上 开始 合成 。 我 们 后 面 要 讲 到 的 滚 环 复 制 就 是 
通过 共 价 延伸 起 始 的 。 在 滚 环 复制 中 ,在 一 条 断裂 的 亲本 链 的 3- OH 上 不 断 地 进行 
DNA 聚合 作用 。 由 于 断裂 的 3 末端 仍然 与 互补 链 形成 双 螺 旋 结 构 ， 因而 不 需要 合成 
RNA 引物 。 

DNA 双 曙 旋 复制 的 从 头 起 始 包 括 一 些 连续 的 步 又 : 

1) DNA 分 子 上 一 段 短 的 区 域 发 生 熔 解 反应 , 双 链 分 离 形成 单 链 区 域 ， 复制 的 起 始 

同 螺旋 酶 的 解 旋 和 SSB 重 白 的 作用 紧密 相关 ,螺旋 酶 由 ATP 水 解 所 驱动 ,并 可 能 
借助 SSB 蛋白 的 结合 把 螺旋 解 开 , 单 链 部 分 被 SSB Br SG. 

2) 解 旋 点 让 DNA 移动 标志 着 复制 又 的 产生 ,复制 叉 在 DNA, SERE AR 时 将 连续 移动 。 

3) 引发 反应 和 RNA 引物 的 合成 。 前 者 需要 多 种 蛋白 质 形成 的 复合 物 , 即 预 引发 体 

(preprimosome) 和 引物 合成 酶 参与 。 在 前 导 链 上 只 需 一 次 引物 RNA 合成 ,发 生 
在 复制 起 点 ,但 在 后 随 链 上 必须 合成 一 系列 这 样 的 引物 。 因为 每 个 风 崎 片 眉 都 有 
自己 的 复制 起 点 ,所 以 每 个 网 崎 片段 都 需 一 个 RNA 引物 来 起 始 DNA 的 合成 。 引 
物 的 长 度 通常 为 10nt, 它 提供 了 DNA 复制 酶 延伸 所 需要 的 3 闫 基 末 端 ,DNA 复 
制 酶 可 在 其 上 进行 素 合 反应 ,直到 完成 网 崎 片段 的 合成。 

下 面 以 大 肠 杆 菌 的 复制 起 始 为 例 说 明 原核 生物 复制 起 始 的 情况 (图 4- 14)。 基 因 组 
DNA 的 合成 包括 密 种 蛋白 质 的 高 度 人 协同 作用 。 这 些 蛋 白质 以 极 高 的 速度 装配 两 条 新 合 
成 的 DNA 链 。 在 大 上 肠 杆 菌 中 大 约 每 种 1000 Ede. 


一 、 预 引发 体 的 形成 


复制 起 始 需 要 多 种 蛋白 质 的 参与 ,它们 构成 了 韦 引 发 体 的 组 分 ,其 中 包括 专 一 性 识别 
起 点 序列 的 蛋白 质 (起 始 蛋白 ); 参 与 组 装 过 程 的 蛋白 质 ,这 些 蛋 白质 在 随后 的 DNA 合成 
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中 往往 不 发 挥 作用 ,如 装载 {loading) 因 子 和 改 型 (remodeling) 因 子 ;以 及 复制 机 器 的 组 分 ， 
如 DNA 螺旋 酶 。 这 些 因 子 共同 作用 控制 复制 丸 组 装 的 时 间 和 位 点 ,它们 还 作为 细胞 循 
环 汕 控 的 靶子 。 起 始 因 子 在 原核 生物 , 跨 菌 体 , 真 核 生物 中 功能 上 是 保守 的 。 人 们 用 大 肠 
杆菌 的 慢 停 突变 型 鉴 定 了 许多 产物 与 复制 起 始 有 关 的 基因 ,并 利用 含有 大肠 杆菌 oriC E 
列 的 质粒 构成 的 无 细胞 体系 研究 在 oriC 处 的 复制 起 始 。 这 些 实验 表明 ;oric 的 复制 起 
始 第 要 DnaA .DonaB.DnaC HU „gyrase 和 SSB 的 参与 ,它们 形成 复合 物 协同 作用 使 双 螺旋 
上 出 现 连 总 的 解 旋 。 

大 鹏 杆菌 的 起 始 蛋 白 是 DnaA 蛋白 , 它 可 识别 复制 起 点 并 与 之 结合 ,这 种 结合 是 随后 
的 起 始 事 件 的 基础 。 一旦 结合 DNA, 起 始 归 白 会 获得 额外 的 性 质 : 作 它 可 促进 DNA 解 旋 
或 使 邻近 的 DNA 发 千 招 曲 使 DNA 絮 旋 酶 能 够 进入 ;四 它们 可 帮助 与 复制 及 组 装 和 功能 
有 关 的 共 他 因 于 进入 。 

大 肠 杆 菌 起 始 复合 物 的 形成 起 始 于 DnaA TRU ME oriC 上 的 结合 ,大 肠 杆菌 的 双向 复 
制 起 点 oriC 包括 245 bp 的 序列 ,由 9 bp 各 13 bp 重复 序列 组 成 。 起 点 经 过 如 图 4-15 
的 一 系列 活化 步 台 ,首先 是 DnaA 的 结合 。4 个 9 bp 的 一 致 序列 位 于 oriC 位 点 的 石 侧 ， 
WHT DnaA 的 起 始 结合 位 点 ,DnaA 之 间 协 同 作用 形成 一 个 由 20~ 40 个 单 体 构成 的 核 
心 ,oriC DNA 缠绕 在 这 个 核心 上 。 尽 管 起 始 因 子 结合 起 点 对 复制 起 始 是 关键 的 ,但 这 种 
结合 并 不 足以 引发 复制 起 始 。 首 先 起 始 因 子 的 DNA 结合 位 点 并 不 是 实际 的 起 点 ,其 次 
当 DnaA 结合 起 点 时 ,起 点 是 不 活化 的 。 因 此 ,起 始 蛋 白 结合 起 点 并 不 是 复制 起 始 过 程 的 
决定 步骤 。 

复制 又 组 装 的 第 二 个 关键 步骤 是 DNA 双 链 解 旋 , 以 装载 复制 机 器 并 提供 DNA 合 
的 模板 。DnaA 蛋白 作用 于 oriC 左 侧 的 3 个 13 bp 的 串联 重复 序列 ,使 3 个 13 bp 重复 序 
列 处 的 DNA 链 熔 解 形成 一 个 开放 的 复合 物 , 以 促使 反应 进一步 进行 ,以 上 两 种 重复 序列 
都 富 含 A.T, 这 是 起 点 发 挥 功能 所 需要 的 。DnaA 是 ATP 结合 蛋白 ,ATP 对 DNA 结 台 并 
不 是 必须 的 ,因为 ADP-DnaA 蛋白 也 可 以 形成 起 始 复合 物 ,但 不 能 打开 oriC 处 的 DNA 
双 螺 旋 。DnaA 还 能 与 单 链 区 域 的 -条 链 发 生 专 -性 的 相互 作用 ,因此 除了 专 一 性 地 识 
别 双 链 DNA 结合 位 点 外 ,起 始 蛋 白 在 起 点 解 旋 过 程 中 还 可 以 作为 单 链 DNA 结合 蛋白 发 
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图 4-15 ABT BI BIO ESI 
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DNA $£5* 8 d. DnaB/DnaC 如 入 ,使 DNA 链 进一步 解 旋 ， 


挥 作用 。 

- 卫 绪 合 起 点 DNA ,起 始 熏 白 将 促使 参与 复制 允 组 装 的 其 他 因子 的 结合 ,这 个 过 程 
的 主要 目的 是 使 DnaB 进入 复制 叉 的 组 装 位 点 。DnaB 实际 上 是 使 DNA 解 链 的 螺旋 酶 ， 
它 能 识别 复制 叉 处 潜在 的 单 链 结 构 , 它 通过 取代 13 bp 重复 序列 处 的 DnaA, 并 与 DNA Jit 
转 降 协同 作用 ,促使 大 范围 的 解 链 ,同时 SSR 蛋白 稳定 形成 的 单 链 DNA, DnaB 是 -个 六 
RARER, 6i DnaC 蛋白 结合 形成 DnaB/DnaC 复合 体 ,这 是 一 个 分 子 量 480 kDa. 
直径 6 nm 的 球状 蛋白 聚集 体 。 这 个 复 台 物 与 ori 结合 形成 预 引发 体 (preprimosome)， 
其 而 形成 了 -- 个 双向 复制 叉 。 甚 中 DnaC 是 DnaB 的 装载 因子 ,伴随 DnaB AGES 
制 叉 组 装 位 点 ,此 外 它 还 使 螺旋 酶 保持 无 活性 的 状态 。 因 此 ,起 始 因 闻 与 单 链 DNA 的 相 
互 作用 ,以 及 DnaB/DnaC 复合 物 与 起 始 蛋 白 DnaA 的 蛋白 质 - 蛋 巴 质 相互 作用 对 复制 叉 
的 组 装 都 是 必要 的 。 
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二 、 复 制 复合 物 的 改 型 


起 始 因子 在 DNA 复制 起 点 的 组 装 需 要 起 点 结合 复合 物 保持 高 度 的 稳定 性 ,但 是 
DNA 复制 却 需 要 起 始 蛋 白 - DNA 复合 物 的 组 分 保持 白 由 状态 以 完成 它们 的 功能 。 因 此， 
在 复制 起 始 过程 中 , 需 妆 这 些 复合 物 改 型 或 去 组 装 以 使 稳定 的 起 点 结合 复合 物 转化 为 活 
动 的 复制 机 器 。 在 这 个 转化 中 ,使 起 始 因 子 组 装 为 起 点 复合 物 所 必 涯 的 从 白质 - 借 白 质 和 
SE- DNA 之 间 的 相互 作 册 将 被 破坏 。 存 大 肠 杆 菌 的 DNA 复制 中 ,通过 改变 起 始 复 
合 物 各 组 分 的 ATP 结合 状态 来 改变 其 组 成 形式 ,例如 ,大 肠 杆 菌 的 Dat 蛋白 在 oriC 必 
Hiti ATP 才能 与 DnaB 相互 作用 并 装载 DnaB, 当 ATP 水 解 或 释放 时 , Dnat Ze BERE 
合 物 。 

起 始 计 程 的 最 主要 的 改 型 步 骆 导致 了 复制 又 处 螺旋 酶 的 活化 。 嵌 旋 酶 装载 的 机 制 还 
不 清楚 ,但 因为 复制 性 的 DNA RIER I AER DNA 的 一 条 链 或 双 链 , 可 能 需要 于 环 过 
程 。 螺 旋 酶 活化 可 能 是 装载 复制 叉 其 他 组 分 的 关键 步骤 . 旦 螺旋 酶 活化 , 它 将 连续 塘 解 
XR E DNA. 


三 、 引 发 体 的 形成 


高 度 解 链 的 模 徐 与 蛋白 质 的 复合 体 促进 引发 酶 加 入 进来 形成 引发 体 (primosome) , 合 
成 引物 RNA。 

在 细菌 中 ,已 知 有 两 种 合成 RNA 的 酶 ,- -种 是 RNA GB LESER 时 所 使 用 的 
Bo PES EN (primase, 是 dnaG 基因 的 产物 ), 它 是 一 个 单 亚 基 的 和 多肽 。 这 两 种 
酶 可 以 通过 对 抗生素 利 福 霍 素 的 敏感 性 不 同 而 区 分 .RNA 聚合 酶 对 利 福 霉 素 敏 感 , 而 引 
发 酶 则 不 敏感 。 前 导 链 的 合成 可 被 利 福 替 素 抑 制 ,而 后 随 链 中 同 崎 片段 的 起 始 不 被 抑制 ， 
表明 后 随 链 引物 的 合成 是 由 引发 酶 进行 的 。 

引发 酶 不 同 于 参与 DNA 复制 的 豪 合 酶 , 它 能 重新 起 始 一 个 新 核 芭 酸 链 的 合成 。 引 
发 酶 在 模板 DNA 的 特定 位 点 起 始 链 合 成 ,这 种 序列 的 偏爱 使 引发 酶 与 复制 忻 的 DNA 案 
会 酶 区 别 开 。 这 些 起 始 位 点 对 应 于 简 并 的 (degenerate) 三 核 背 酸 序 列 ,因此 有 许多 位 点 可 
以 起 始 引物 的 人 台 成 。 不 同 的 引发 酶 识别 不 同 的 序列 ,一 些 引发 本 中 有 锌 指 样 的 DNA 结 
合 区 域 参与 DNA 序列 的 选择 。 大 多 数 引发 酶 可 以 使 用 核 精 核 苷 酸 和 脱氧 核 精 核 匠 酸 作 
为 底 物 ,但 是 因为 细胞 中 有 大 量 的 核糖 核 昔 酸 ,所 以 引物 通常 是 RNA。 引 发 酶 的 进行 性 
RAR ,通常 合成 的 链 短 于 12 nr, 

复制 的 起 始 也 需要 RNA 聚合 酶 的 参与 ,由 其 进行 的 转录 在 ori 起 点 附近 终止 并 产 
生 了 一 段 RNA, 这 段 RNA 可 能 作为 引物 ,提供 引发 DNA 聚合 酶 II 反应 的 3 产 基 ;也 可 
能 通过 转录 步骤 导致 起 点 处 DNA 结构 发 生变 化 ,以 利于 引发 体 的 形成 ,这 种 情况 称 为 转 
录 激 活 。 企 第 二 种 情况 下 ,前 导 链 的 引物 合成 可 能 也 是 由 引发 酶 来 完成 的 (图 4-16)。 

DnaG 引发 酶 与 预 引发 复合 物 中 的 DnaB 螺旋 酶 结合 形成 可 移动 的 复合 物 , 并 合成 
RNA 引物 。 DnaB 螺旋 禾 和 引发 酶 之 间 的 量 上 白质 接触 对 复制 叉 功 能 是 章 要 的 ,引发 酶 的 
AG BS TER S S DnaB 相互 作用 而 激活 。 与 DnaB 和 DNA PolIH 全 酶 不 同 ,引发 酶 并 
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图 4-16 RNA RAMAR H EEE 
(DRENA RARER RNA 短 链 作为 引物 ; (2) RNA RARR RIRA RNA 短 链 分 开 
T DNA XU ,使 引发 体 得 以 形成 ， 然 后 由 引发 酶 合成 引物 。 


不 作为 复制 义 蛋 白质 复合 物 的 稳定 组 分 移动 ,在 每 个 引发 事件 中 它 从 溶液 中 重新 组 装 。 
影响 引发 酶 - DnaB 相互 作用 的 罕 变 可 改变 网 崎 片段 的 攻 度 ,因此 引发 酶 - DnaB 相互 作用 
的 频率 可 反映 后 随 链 起 始 的 频率 ，。 引 发 眩 也 通过 工 亚 基 与 DNA Pal 全 酶 发 生 相 互 作 
用 ,这 个 接触 提高 了 引发 的 频率 并 使 引物 的 大 小 限制 在 12 个 残 基 。 


四 、. 复 制 体 的 组 装 


引物 RNA 合成 后 ,DNA 聚合 酶 组 装 到 引发 的 DNA 上 ,完成 复制 体 (replisome) 的 组 
装 ,开始 DNA 全 成。 聚合 酶 组 装 过 程 包 括 y 复合 物 催化 8 二 聚 体 结合 DNA ME y 复 台 
物 脱离 B — RE, Po 与 B 亚 基 结 合 完成 全 酶 的 装载 。 

在 PolII 的 yY 复 合 物 的 帮助 下 ,作为 滑动 钳 {sliding clamp) Fl i — 3 (E89 B 3r & £8 SE 
到 引发 的 DNA 上。 滑动 钳 是 一 个 闭合 蛋白 质 环 ,需要 滑动 钳 载 体 把 它们 组 装 到 DNA 
上 ,装载 过 程 需 要 能 量 。 大 肠 杆 茵 的 洽 动 钳 载体 (7 复合 物 ) 含 有 多 个 亚 基 ,y 复 台 物 有 较 
弱 的 ATPase 活性 ,这 个 活性 依赖 于 DNA 的 存在 ,并 可 以 被 B 亚 基 促 进 。 在 引发 的 DNA 
上 PolIII 全 酶 形成 一 个 引发 复合 物 需 要 水 解 两 分 子 ATP. ,表明 在 DNA. 上 组 装 B FER., 
每 个 了 水 解 -个 ATP。 在 y 复 合 物 中 与 B 亚 基 发 生 相 互 作 用 的 是 5。 实际 上 $$ 与 之 间 
相互 作用 不 需要 ATP, 但 由 于 8 隐藏 在 复合 物 中 ,因此 需要 ATP 诱导 复合 物 构 型 发 
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生变 化 使 $ 亚 基 妈 露出 来 与 B 相 互 作用 ,从 而 体现 了 对 ATP 的 依赖 性 。 

大 有 畅 杆 万 的 yY 复 合 物 催化 的 基本 装载 步骤 包括 :中 y 复合 物 结合 ATP S SICH re 
化 ,使 共 中 858 亚 其 上 与 各 亚 基 结合 的 位 点 如 露出 来 ;加 8 与 了 结合 并 使 BB 开 环 ;@Y 复合 物 
识别 引物 -模板 DNA,y 复 会 物 能 结合 包 被 SSB d£ EL A 6E DNA ,但 不 结合 裸露 的 单 链 
DNA,y 复 合 物 识别 引发 模板 可 能 是 道 过 其 六 再 茜 与 SSB 蛋白 相互 作用 实现 的 。y 复合 
物 通 过 与 DNA 和 各 相互 作用 ,使 B 接 近 十 引物 的 末端 并 结合 DNASODATP kH ADP 
释放 使 7 复合 物 构 型 变化 ,8 亚 基 不 再 暴露 ,从 而 被 坏 8 与 BB 之 间 的 相互 作用 。 这 导致 Bg 
亚 基 闭合 形成 了 一 个 围绕 DNA, G8 ,以 完成 滑动 钳 的 装载 过 程 。 

PolIIT H 14 AE RKR 102650, 77 356;8 X, 9, 可 以 视 为 由 PoU (a;e565 c5 RI y E 
£41 Cn9,8' UA ) 的 组 合 ,但 PolllI 与 y 复合 物 混合 并 不 能 直接 生成 PollI1* 。 如 图 
4-17 所 示 ,PolIH 的 各 亚 基 以 一 定 顺序 组 装 ,- - 旦 组装 完成 则 很 难 分 开 。y 复 台 物 只 有 在 
强烈 处 理 情况 下 才能 从 全 酶 上 脱落 ,但 是 一 些 ? 复 合 物 在 细胞 中 以 自由 形式 存在 ,这 些 Y 
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复合 物 可 能 具有 其 他 生物 活 人 性。 组 装 PelIT 的 关键 步骤 是 + 与 Y 相 互 作用 形成 一 个 
vy 四 聚 体 , 当 四 聚 体形 成 后 ,再 加 人 两 个 核心 酶 和 B6 X9 亚 基 。 如 果 在 * 与 了 混合 前 让: 


冲 加 人 到 t+ 或 了 上 ,将 抑制 z 与 了 的 结合, 实验 表明 起 抑制 作 肯 的 是 8 和 站 亚 基 。 因 为 
85 X9 亚 基 是 在 r 与 ?结合 后 加 入 的 ,它们 在 上 还 是 在 y 上 还 不 清楚 ,有 两 种 可 能 ,rz 结合 
核心 酶 后 降低 了 这 些 亚 基 与 + 的 结合 能 力 , 而 使 中 ' 炒 亚 基 更 易 与 y 结 人 台 而 形成 复合 
物 ; 另 … 个 可 能 是 它们 位 于 oy PUSEPREO SEIS E LII E BUT 5 VE DECÉ (XS D ACRI TEN 
铀 载体 活性 ,因此 在 POLL" 中 可 能 存在 两 种 钳 载 体 ,分 别 由 共和 y 构成 。 

在 没有 核心 酶 的 情况 下 ,8 一 取 体 也 可 以 通过 y 复合 物 催化 结合 到 DNA E, A y 复 
合 物 使 上 结合 到 引发 的 DNA 上 后 ,很 容易 脱落 到 溶液 中 ,脱落 的 y 复合 物 仍然 有 活性 , 它 
可 以 通过 多 次 循环 使 许多 个 8 ORRA DNA 上 。 利 用 核心 酶 .y 复合 物 .B 亚 基 构 成 
的 亚 聚 集体 进行 研究 ,发 现在 延伸 过 程 中 DNA 上 只 有 核心 酶 和 8B 亚 基 存 在 ,表明 y 复 各 
物 已 脱落 ;而 利用 全 酶 进行 DNA 合成 时 ,在 DNA E y 复合 物 与 核心 酶 .6 亚 基 共同 存在 ， 
好 y 复 合 物 与 B 亚 基 脱 离 后 仍 保持 在 全 酶 上 。 全 醇 的 t 亚 基 作为 桥 把 核心 酶 和 复合 物 
结 人 台 起 来 ,这 种 排列 有 利于 B 亚 基 从 ?7 复合 物 转移 到 核心 酶 上 ,从 而 完成 全 酶 在 复制 叉 上 
的 组 装 ,开始 DNA 的 合成 。( 图 4 - 18)。 这 种 连接 还 能 使 7 复合 物 的 钳 载 体 活性 始终 保 
持 在 复制 及 上 ,对 后 随 链 上 的 多 次 起 始 事件 是 有 利 的 。 


= 


图 4-18 B 亚 基 从 ?复合 物 转移 到 核心 醇 上 


析 心 酶 和 钳 载 体 都 能 结合 8 请 动 钠 蛋 白 表 而 的 相同 位 点 ,比较 不 同 细菌 编 码 8 亚 基 
的 基因 序列 ,发现 大 多 数 保守 残 基 都 位 于 8 一 聚 体 的 两 个 末端 ,而 且 C 末端 残 基 发 生 
点 突变 可 使 B 亚 基 既 不 能 与 Y 复 合 物 相互 作用 ,也 不 能 与 核心 酶 结合 ,从 而 失去 复制 功 
能 ,表明 核心 酶 和 7Y 复 合 物 都 与 B 亚 基 上 这 个 位 点 结合 。 生物 体 之 所 以 采取 这 种 安排 ,是 
EUR EUR ESAME REG PUE, y 复合 物 既 能 催化 B 亚 基 装载 又 能 催化 8 亚 基 从 DNA ER 
落 ,这 种 竞争 性 排列 保证 了 当 核心 酶 使 用 B IEEE f$ DNA 时 ,y 复 全 物 不 能 印 载 8 亚 基 


“123. 


n cp: E Br ERE LEAK E ICA EA HG B Hg EAE RT BERT AOTE SOBERUM 

在 复制 体 中 ,全 酶 的 + 亚 基 还 能 结合 DnaB 螺旋 酶 ,这 种 结合 可 提高 DNA 合成 速度 ， 
在 无 z 与 DnaB 结合 的 情况 下 ,DnaB 螺旋 酶 每 秒 解 旋 35 ntDNA, 而 结合 后 解 旋 速度 提高 
了 10 倍 。 这 种 接触 也 提高 了 前 导 链 聚合 酶 的 进行 性 。r 亚 基 作为 一 个 结构 支架 在 复制 
体 起 重要 作用 , 它 可 促进 核心 酶 的 一 聚 化 ,是 前 导 链 和 后 将 链 协 问 合成 的 结 格 基础 ,并 保 
证 螺旋 酶 .引发 本 .聚合 酶 各 部 分 协同 工作 。 


第 四 节 延伸 过 程 


DNA 娟 合 酶 把 新 生 链 的 第 一 个 核 苷 酸 加 到 引物 的 3 羟基 上 ,从 而 井 始 新 生 链 的 延伸 
合成 过 程 。 在 复制 又 前 进 过 程 中 ,必须 有 DNA. 嵌 旋 酶 解 开 两 条 缠绕 的 模板 链 。 起 螺旋 
酶 作用 的 可 能 仍 是 引发 体 中 的 DoaB 螺旋 酶 , 另 一 个 螺旋 酶 Rep 蛋白 也 可 能 参与 这 个 过 
程 。 螺 旋 酶 并 不 能 解决 复制 又 前 进 所 造成 的 DNA 过 度 缠绕 ,这 必须 由 拓扑 异 攀 酶 来 解 
决 。 在 体内 正常 的 坏 境 下 , 解 旋 、 包 被 .复制 反应 是 串联 进行 的 。SSB 随 着 复制 丸 的 前 进 
而 结合 DNA ,保持 两 条 亲 代 链 分 离 ,使 它们 外 于 合适 的 环境 发 挥 模板 的 功能 。 

在 从 新 起 始 过 程 中 , 贡 条 链 的 合成 并 不 是 同时 进行 的 , -条 链 ( 前 导 链 ) 的 合成 先 于 另 
-条 链 ( 后 随 链 ) 的 合成 。 前 蛙 链 的 合成 形成 了 一 个 单 链 DNA 的 环 , 当 解 旋 点 前 进 时 这 
个 环 会 变 大 。 因 此 在 第 一 个 冈 崎 片 眉 合成 开始 前 ,存在 着 -个 复制 泡 , 它 是 由 一 个 双 链 
(一 条 亲 链 与 前 导 链 配对 而 成 ?和 一 个 单 链 所 组 成 。 因 为 前 导 链 置 搞 了 未 复制 的 亲 链 ,所 
以 这 个 结构 称 为 置换 坏 (displacement loop) DS AASR- -个 瞬间 构 型 。 这 种 DRS 
哺乳 动物 线粒体 的 D 二 复制 的 情况 一 致 ,只 是 这 种 结构 是 暂时 的 ,置换 的 单 链 上 随即 进 
行 后 随 链 的 合成 ,而 线粒体 的 D 环 在 复制 过 程 中 长 期 存在 ,并 以 单 链 方式 复制 。 


一 、 后 随 链 合成 的 起 始 


关于 后 随 链 网 崎 片段 的 引发 机 制 , 人 们 是 利用 单 链 DNA 噬菌体 的 复制 作为 模型 来 
研究 的 。 因为 这 些 赚 菌 体 在 复制 的 过 程 中 ,大 部 或 全 部 使 用 宿主 的 复制 酶 系 和 蛋白质, 因 
m ETE LER AE DNA 的 复制 对 于 了 解 大 肠 杆 菌 DNA 的 复制 机 制 是 十 分 有 用 的 。 研 
究 较 多 的 有 M13 .G4 ,BX174 三 个 噬菌体 。 

在 大 鹏 杆菌 中 有 两 种 类 型 的 引发 体系 ;- -种 是 OX SRIK, DURAS BX174 命名 T 
-种 是 oriC 引发 体 ,以 细菌 复制 起 点 命名 ，@X174 引发 体 与 oriC 引发 体 的 组 成 物质 ， 
尽管 有 一 些 个 别 蛋 白质 不 同 ,但 一 者 都 有 相同 的 基本 成 分 ,表明 哈 菌 体 BX174 的 引发 与 
大 肠 杆 菌 DNA 后 随 链 闵 崎 片段 的 起 始 过 程 类 似 。 

在 BX174 的 复制 中 ,引发 体 在 一 个 特定 的 引发 体 组 装 位 点 (primosome assembly site, 
pas UR RHE BX174 互补 链 合成 的 起 始 位 点 。 引 发 体 包括 6 种 蛋 马 质 :PriA、 PriB, 
PriC, DnaT,DnaB.DnaC, PriA fa SE UUN pu Fr Br ARRERA pos) ,并 沿 着 后 随 链 
模板 的 3 了- 572; (HE GRE SSB EA, Mill E46 5| EAE EHI 2H A 89 4g es UE SEL az 
始 于 BX174 DNA 的 Pas ,引物 却 在 不 同 的 位 点 合成 ,而 且 引 发 位 点 只 有 一 个 ,而 引物 合 
成 位 点 ,好 网 崎 片段 的 起 点 有 许多 个 ,这 表明 引发 体 或 它 的 部 分 组 分 可 沿 着 单 链 DNA f£ 
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动 到 其 他 位 点 ,引发 复制 的 起 始 。 催 化 真正 的 引发 反应 需要 引发 酶 的 参与 ,SGXK 和 oriC 复 
制 子 的 引发 酶 都 是 dnaG 基因 的 产物 。DnaG 引发 酶 短暂 地 与 引发 体 结合 ,并 受 DnaB 激 
活 起 始 引物 的 合成 ,引物 RNA 的 长 度 被 限制 为 8 一 14 个 碱 基 , 然 后 DNA RAR TIT 负责 
取代 引发 酶 ,开始 闪 崎 片段 合成 。 

在 X174 复制 子 中 ,PriA 水 解 ATP 为 反应 提供 能 量 , 它 具有 螺旋 酶 活性 和 置换 SSB 
的 双重 作用 。DnaB 是 BX174 和 oriC 中 的 关键 组 分 , 它 以 DnaBZDnaC 复合 物 的 形式 结 
合 在 DNA 上 ,DnaB 具有 结合 引发 能 和 推动 复制 史前 进 ( 螺 旋 艇 活性 ) 的 冻 重 活性 。 预 引 
发 状态 也 需要 DaT 的 参与 。 大 肠 杆菌 oriC 复制 不 需要 Pra (也 包括 PriB 和 PriC) 的 参 
与 ,oriC 复制 子 的 引发 体 只 简单 地 由 DnaB 组 成 。 因 此 在 丙种 引发 体 中 ,DnaB 进入 起 始 
位 点 的 方式 不 同 ,在 oriC 上 位 点 和 随后 的 冈 师 片段 上 进行 的 引发 反应 中 ,DnaB 与 DNA 的 
结合 不 需要 Pria 蛋白 的 帮助 。 我 们 不 能 完全 理解 BX 和 oriC 起 点 的 差别 ,但 在 每 个 体系 
中 DnaB 都 是 闷 崎 片段 前 进 和 引发 所 需要 的 关键 组 分 。 


二 、 前 导 链 和 后 随 链 的 协同 合成 


半 不 连续 复制 的 显著 特点 是 ;新 合成 的 两 条 DNA 链 是 沿 相 反方 向 生长 的 ,两 个 生长 
点 之 间 在 DNA 上 相 病 一 段 距 离 ,暗示 在 复制 及 附近 必然 有 两 个 催化 DNA 合成 的 复合 
物 ,分 别 催化 前 导 链 和 后 随 链 的 协同 合成 {coordinating synthesis)。 前 导 链 的 合成 方向 与 
复制 又 运动 的 方向 一 致 , 因 此 只 需要 一 次 引发 事件 ,PolIII 全 酶 就 能 连续 不 断 地 延伸 前 导 
链 。 由 于 存在 着 把 聚合 酶 束缚 在 模板 上 的 滑动 钳 亚 基 ,前 导 链 的 合成 是 高 度 进行 性 的 。 
后 随 链 合成 方向 与 复制 又 的 运动 方向 相反 ,因此 后 随 链 的 延伸 是 一 个 不 连续 的 过 程 ,需要 
重复 不 断 地 合成 RNA 引物 ,再 通过 Po 全 酶 延伸 成 短 的 冈 崎 片段 。 

由 于 Poll 全 酶 含有 两 个 DNA 课 合 酶 亚 基 ,因此 在 复制 丸 处 前 导 链 和 后 随 链 的 合成 
可 由 同一 个 PolIII 全 酶 分 子 催化 进行 ,它们 协同 作用 同时 合成 双 蜡 旋 DNA IPS dE ak, X 
合 酶 的 二 聚 体 结构 是 双 链 协同 复制 机 制 的 基础 ,两 个 聚合 酶 亚 基 吕 能 相互 接近 并 通过 变 
构 效 应 进行 通讯 。 

在 大 肠 杆 菌 染色 体 DNA, 进行 复制 延伸 时 ,DNA RAR LI 全 了 酶 并 不 是 单独 起 作用 ， 
而 是 与 引发 体 .螺旋 酶 等 构成 蛋白 质 复合 体 一 复制 体 。 由 于 复制 体 的 存在 ,前 导 链 和 后 
随 链 得 以 同时 复制 。 当 复制 体 沿 着 DNA 移动 时 亲 链 解 旋 , 前 导 链 连续 延伸 ,引发 体 在 后 
随 链 上 否 期 性 地 起 始 冈 崎 片段 的 合成 。 

图 4~19 显示 了 在 复制 叉 处 前 导 链 和 后 随 链 协 问 复制 的 机 制 ，DNA Hr SS TIT 的 
两 个 催化 核心 分 别 与 DNA 的 一 条 模板 链 结合 。 当 全 酶 随 着 复制 叉 沿 着 前 导 链 的 合成 方 
向 移动 时 ,后 随 链 的 模板 被 忆 出 来 ,产生 一 个 环 。 随 着 浆 崎 片段 的 延长 ,这 一 环 不 断 扩 大 ， 
并 向 复制 灸 前 进 的 方向 回 折 。 新 合成 的 冈 崎 片段 也 向 相同 的 方向 (复制 叉 前 进 的 方向 ) 甩 
出 ,这 相当 于 后 随 链 的 核心 酶 相对 后 随 链 向 与 复制 义 前 进 相 反 的 方向 移动 。 因此 既 保 证 
了 两 条 链 的 合成 方向 都 是 5 一 3' 方 向 ,又 保证 了 后 随 链 核心 酶 的 移动 方向 能 够 与 复制 及 
移动 的 方向 保持 一 致 。 核心 酶 二 聚 体 在 全 酶 中 可 能 的 不 对 称 排列 是 这 个 机 制 的 基础 在 
到 合 酶 完成 一 个 片段 并 准备 开始 下 一 个 片段 合成 前 ,这 个 单 链 模板 必须 被 延伸 至 少 -个 
闵 崎 片段 的 长 度 。 当 冈 崎 片段 合成 到 前 一 个 冈 崎 片段 的 5 揣 时 ,这 一 大 段 环 就 被 释放 出 
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图 4- 19 前 导 链 和 后 随 链 的 协 问 合成 和 全 酶 的 铎 环 


来 。 而 前 导 链 的 合成 叉 将 另 “部 分 后 随 链 的 模板 置换 出 来 ,并 在 适当 的 位 点 由 引发 体 合 
成 新 的 引物 ,进行 新 的 浆 崎 片段 的 合成 。 

前 导 链 和 后 随 链 的 协同 合成 对 于 生存 是 必须 的 ,在 DNA 合成 时 遇 到 一 个 损伤 位 点 
将 导致 -条 链 合 成 停止 ,此 时 如 果 另 一 条 链 的 合成 不 能 相应 停止 ,会 造成 更 大 的 危害 。 例 
如 ,如 果 前 导 和 链 聚 合 栈 连续 合成 而 后 随 链 聚 合 酶 由 于 某 种 原因 终止 合成 ,后 随 链 的 模板 就 
会 以 ssDNA 形式 不 断 用 出 而 暴露 在 细胞 中 。 细 胞 中 大 约 有 800 个 SSB 蛋白 四 聚 体 ,只 能 
覆盖 50 kb ssDNA。 当 SSB 蛋白 耗 尽 后 , 衬 露 的 ssDNA 将 受到 核酸 酶 攻击 ,而 ssDNA 的 
断裂 很 难 修复 。 如 果 双 和 链 协 同 合 成 ,DNA 损伤 因子 能 导致 复制 停止 ,从 而 避免 更 大 的 损 
Ro 


三 、 全 酶 的 循环 


由 PelIII 全 酶 催化 的 DNA, 合成 是 一 个 由 多 步 高 黎 有 序 的 反应 所 构成 的 复杂 过 程 。 
前 导 链 和 后 随 链 的 合成 是 不 同 的 ,前 导 链 的 保 合 酶 只 需要 连续 地 钳 住 DNA, mi ic Bü sk E 
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是 以 一 系列 短 的 冈 贿 片段 的 形式 不 连续 合成 的 。 为 了 在 30—40 分 钟 内 究 成 染色 体 的 合 
成 ,聚合 酶 全 酶 的 合成 速度 接近 1 kb' 秒 , 谭 网 崎 片段 的 平均 长 度 只 有 1—2 kb, ARAR 
1 一 2 秒 就 会 发 生 一 次 网 崎 片段 链 合 成 的 循环 。 当 一 个 网 崎 片段 合成 完成 后 , 筋 一 个 冈 蝴 
片段 的 全 成 需要 从 新 的 位 置 起 始 , 这 个 位 置 位 于 前 导 链 的 生长 点 附近 。 如 果 合 成 每 个 冈 
崎 片段 都 需要 一 个 全 酶 ,每 个 细胞 就 需要 4000 分 子 全 酶 进行 复制 ,但 全 酶 是 很 稀有 的 ,每 
个 细胞 中 只 有 10—20 个 分 子 全 酶 ,因此 当 完 成 一 个 网 崎 片段 各 成 后 ,聚合 酶 必须 通过 一 
种 特殊 机 制 快 速 循环 ,转移 到 新 的 引发 位 点 上 ,进行 下 一 个 网 崎 片段 的 合成 。 

为 了 保证 后 随 链 合成 能 跟 得 上 前 导 链 合成 的 速度 ,再 循环 过 程 必须 十 分 迅速 ,内 能 占 
整个 聚合 时 间 很 小 一部分 ,因此 需要 聚合 酶 能 快速 循环 。PoiIII 的 再 循环 与 聚合 反应 高 
上 度 进行 性 发 咎 了 矛盾 。 为 了 实现 进行 性 地 合成 ,全 酶 通过 完全 包围 双 螺 旋 的 BB 滑 动 钳 亚 
AREE DNA ,这 种 紧密 结合 将 阻碍 聚合 酶 的 快速 插 环 。 全 酶 利用 特殊 的 机 制 解决 这 
个 问题 ,每 个 冈 崎 片段 侣 成 都 包括 全 酶 结构 的 部 分 去 组 装 和 再 组 装 {reassociate) 过 程 。 这 
个 过 程 由 ATP 水 解 提供 动力 ,并 受 专 一 性 的 蛋白 质 - 蛋白 质 和 和 蛋白质-DNA 相互 作用 
控制 。 

当 复制 体 沿 着 DNA 移动 时 , 解 旋 亲 代 链 ,延伸 前 导 链 ,引发 体 周期 性 地 起 始 后 随 链 
的 网 崎 片 毁 合成 。 当 完成 网 崎 片段 合成 时 DNA 复制 酶 可 能 有 两 种 去 向 , 它 可 能 从 模板 
上 脱落 ,所 以 必须 有 新 的 复合 物 重新 聚集 以 延伸 下 -一 个 网 崎 片段 ;也 可 能 同一 个 复合 物 被 
再 利 用 ,如 沿 着 DNA 向 相反 方向 转移 到 下 一 个 引发 位 点 。 不 同 的 DNA 育 合 酶 可 能 采用 
不 同 机 制 来 解决 这 个 问题 。Poliil 全 酶 的 循环 过 程 包括 :四 DnaB 激活 引发 酶 ;加 引物 合 
成 ;加 在 新 的 引物 模板 连接 处 装载 BB 钳 ;外 使 DNA PolII 全 酶 负责 后 随 链 合成 的 核心 酶 
转移 到 新 的 引物 末端 ; 岛 网 崎 片段 合成 ;@@ 一 个 网 贬 片 笑 合 成 后 ,合成 后 随 链 的 核心 酶 从 
滑动 钳 (B 亚 基 ) 上 脱 著 , 脱 离开 已 完成 的 片段 ,开始 下 一 个 网 崎 片段 的 再 循环 。 

涌 合 酶 之 所 以 能 够 循环 到 新 的 引发 位 点 ,是 因为 全 酶 具有 部 分 去 组 装 , 然 后 重组 装 的 
能 力 , 并 能 在 不 同 的 多 亚 基 结 构 之 间 快 速 转化 。 尽 管 合 成 后 随 链 的 核心 酶 在 DNA 进行 
性 合成 时 能 与 8 钳 紧 密 结 合 , 但 当 它 到 达 模 板 末端 并 各 到 前 一 个 网 崎 片 眉 的 S 末端 时 ,会 
突然 失去 与 B 钳 的 亲和力 ,这 时 聚合 酶 会 从 DNA 土 快速 脱落 并 使 P 钳 留 在 后 面 。 这 个 步 
又 允许 聚合 酶 循环 到 下 一 个 引物 上 ,对 闲 崎 片段 的 合成 十 分 重要 ， 早期 人 们 认为 PolTIL* 
从 完成 的 模板 上 脱落 需要 DNA 分 子 其 他 位 点 上 的 第 二 个 滑动 错 诱 导 , 但 自前 研究 表明 
Polll1" 从 B 错 上 脱离 不 需要 其 他 帮助 。 一 瑟 脱 离 完 成 的 风 崎 片段 ,Polll1* 可 循环 到 上 游 
的 新 引发 位 点 ,快速 结合 新 的 B 钳 。 

在 复制 又 处 聚合 酶 的 循环 机 制 与 全 酶 结构 相 适应 ,全 酶 的 一 聚 性 质 促 进 了 循环 过 程 ， 
因为 错 载 体 和 负责 后 随 链 合成 的 核心 酶 与 全 酶 一 起 随 复制 丸 移 动 。 在 图 4- 19 中 ,全 酶 
位 于 运动 的 复制 叉 下 游 (context) ,而 且 每 个 核心 酶 都 结合 一 个 滑动 钳 , 合 成 DNA 的 一 条 
新 链 , 完 成 双 链 的 进行 性 延伸 。 在 从 A 到 BB 的 过 程 中 ,y 复合 物 在 复制 叉 新 引发 位 点 周围 
HR pI, ËE AAB 中 ,后 随 链 核 心 酶 完成 一 个 网 蝴 片 段 到 达 DNA 上 的 缺口 时 ,从 
PSIA DNA FER, XE CAE Bob NE Ep 结合 位 点 空闲 ,使 核心 酶 能 结合 上 游 
RNA 引物 处 新 的 B 钳 。 在 从 B 到 上 中 ,后 随 链 的 核心 酶 循环 到 新 的 B 错 上 ,开始 下 一 个 
由 崎 片段 的 合成 。 细 胞 中 亚 基 的 数量 比 全 酶 聚集 体 多 20 倍 , 使 可 以 在 前 一 个 网 崎 片 
段 完 成 前 ,结合 到 新 的 引物 末端 。 因 此 ,后 随 链 的 聚合 酶 可 在 BB 钳 之 间 转 移 ,而 不 必 从 复 
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制 六 处 的 蛋白 质 芯 合 物 上 下 脱落。 

PolTIT 复制 机 器 平稳 发 挥 作用 需要 许多 和 蛋白质- 蛋白 质 和 和 蛋白质- DNA 之 同 的 专 一 
性 相互 作用 。 这 些 机 互 作用 保证 网 崎 片段 全 成 的 每 个 必须 步骤 能 以 适当 顺序 发 生 并 能 够 
快速 完成 。 快 速 循 环 的 一 个 原 肉 是 所 有 的 反应 组 分 通过 蛋白质- 蛋白 质 相 互 作 用 而 紧密 
结合 在 -起 ,因此 尽管 负责 后 随 链 合成 的 些 合 酶 不 断 从 完成 的 网 崎 片段 末端 脱落 ,负责 前 
针 链 合成 的 聚合 酶 在 染色 体 DNA 复制 过 程 中 却 始 终 通 过 上 氏 紧 密 地 束缚 着 DNA, 保 证 
T Poll! 全 酶 始终 结合 在 复制 又 1:。 罕 合 柱 活性 位 点 与 新 合成 的 RNA 引物 在 物理 位 置 
| 的 接近 也 促进 了 到 合 覆 的 快速 循环 。 同 时 在 全 酶 中 y 复 合 物 的 存在 保证 了 B 钳 在 新 合 
成 的 引物 上 快速 组 装 ,及 它们 从 完成 的 DNA 链 上 的 快速 去 组 装 。y 复合 物 更 靠近 负责 后 
糊 链 合成 的 核心 聚合 酶 LEE PS IPOD DNA 上 脱落 的 能 力 不 同 , 分 别 对 应 于 前 导 链 连 
续 合 成 和 后 随 链 不 连续 合成 的 需要 。 估 计 整 个 循环 时 间 远 远 少 于 1 秒 , 而 完成 网 崎 片段 
的 合 戌 需要 ] 一 2 秒 , 因 而 案 合 酶 再 循环 所 需 时 间 椒 会 影响 聚合 酶 发 挥 功能 。 

ig T £a i B HIA TBT EC EX ET A EAA A EP npe peak B pgid HELP E) JH LE 
低 个 数量 级 ,所 以 了 B 环 也 必须 重新 利用 。 体 外 实验 表明 ,PollI1* 的 y 复 合 物 本 身 就 能 
HEIER TRKA DNA 上 脱落 ( 即 钳 的 载 休 同时 也 是 错 的 邱 载 体 ) 并 用 于 新 的 位 点 。y 复 
合 物 作 为 载体 还 是 印 载体 可 能 取决 于 其 结合 的 DNA 缚 构 , 当 YY 复合 物 结合 引物 末端 时 ， 
它 将 采取 一 种 构 型 ,有 效 地 水 解 TP 并 通过 协同 作用 使 B 错 转运 到 DNA. 上 ; 当 结 合 其 他 
DNA 结构 或 在 溶液 中 自由 存在 时 ,y 复合 物 可 能 采取 不 同 的 构 型 从 而 失去 了 协同 作用 ， 
这 个 构 型 可 能 催化 B 蛋白 环 的 开关 ,从 而 保持 有 钳 结 合 DNA 或 从 DNA 上 上 脱落 的 平衡 。 

EF PoU 核心 酶 和 7 复合 物 都 能 通过 与 B 环 单 体 的 局 末端 相互 作用 而 结合 到 B 环 
的 同一 个 而 上 ,它们 结合 位 点 的 重 状 导 致 PollIi 核心 酶 和 y 复合 物 不 能 同时 与 pues. 
在 DNA 进行 性 地 合成 中 ,p 钳 与 PolIII 核心 酶 稳定 连接 ,防止 y f £r YO EA, ES FLUE CS 
IE C8 AS ERES ER IU RA SSR -个 由 崎 片段 合成 后 ,PolIII AREORA p 4 ER 
落 时 ,Y 复 合 物 才 可 以 接近 B 错 并 导致 错 的 脱落 。 

在 细胞 浓度 的 8 二 聚 体 .DNA,y 复 台 物 和 谷 氮 酸 锦 下 ,每 12 秒 就 可 组 装 一 个 和 错 ， 
因此 月 钳 的 组 装 足 够 快 ,保证 了 每 个 网 崎 片段 上 都 有 一 个 新 钳 。 这 是 因为 ?复合 物 存 
在 于 全 酶 的 结构 中 ,十 分 接近 DNA, FRAMLA y 复合 物 的 有 效 浓 度 非 常 高 。 

许多 DNA 聚合 酶 协同 前 导 链 和 后 随 链 合成 的 基本 机 制 都 是 一 致 的 。 最 简单 的 体系 是 
WEE T7, 它 含有 聚合 酶 亚 基 细菌 蛋白 质 硫 氧 还 蛋白 (thioredoxin, 可 增加 催化 亚 基 的 进行 
性 ) 以 及 两 个 噬菌体 基因 4 的 产物 分 别提 供 引发 酶 和 螺旋 酶 活性 。 与 DNA IB II 类 
似 , 功 能 性 亚 基 是 二 聚 体 ,每 条 DNA 鲜 上 都 有 一 个 催化 亚 基 - 硫 氧 还 蛋白 复合 物 。 实 验 表 上 明 
在 复制 中 没有 一 个 亚 基 脱 落成 自由 状态 ,排除 了 合成 后 随 链 时 聚合 酶 完全 脱落 的 可 能 

T4 也 是 采用 二 聚 体 率 和 台 酶 协同 完成 DNA 前 导 链 和 后 随 链 的 同时 合成 。T4 RADAR 
生物 的 复制 机 器 都 有 与 8 二 率 体 结构 类 似 的 环 状 同 察 体 组 成 的 少 动 销 ( 分 别 为 gp45 和 
PCNA) ,而 且 含 有 功能 上 类 似 于 y 复合 物 的 滑动 钳 装 载体 。 
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当 DNA 聚合 酶 通 到 前 一 个 冈 崎 片段 的 RNA 引物 时 ,将 停止 DNA 的 合成 。DNA X 
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合 酶 1 的 5~3' 外 切 核 酸 酶 活性 切除 RNA 引物 ,并 在 DNA 上 产生 一 个 缺口 。 这 个 缺口 可 
SE DNA 聚合 酶 1 填充 ,合成 一 段 DNA 取代 RNA 引物 ,这 种 填充 反应 与 切口 移 位 一 致 ， 
只 是 新 合成 的 DNA 取代 的 是 一 段 RNA 而 不 是 DNA。 切口 移 位 的 长 度 受 Po 低 进 行 性 
的 限制 。RNaseH 也 可 以 切除 大 部 分 RNA 引物 {除了 RNA-DNA 连接 处 的 核 苷 酸 )。 妆 
RNA 被 切除 并 取代 后 ,邻近 的 网 崎 片段 必须 被 连接 到 一 起 ,一 个 片段 的 3 了 羟基 末端 紧邻 
前 一 个 冈 崎 片段 的 5’ 磷酸 末端 , 填 平 这 个 缺口 的 酶 是 DNA 连接 酶 。 在 原核 生物 和 真 核 
生物 中 都 有 连接 酶 的 存在 ,在 lig -突变 体 中 存在 未 连接 的 片段 ,因为 没有 连接 酶 把 闭 崎 
片段 连接 到 一 起 。 


第 五 节 复制 终止 


大 肠 杆 菌 染 色 体 复制 起 始 于 起 点 ,两 个 复制 丸 沿 环 状 染色 体 以 相反 方向 移动 ,并 在 与 
起 点 相对 的 区 域 终止 ,但 复制 不 是 通过 相遇 而 简单 终止 的 。 在 复制 叉 相 届 点 两 边 各 有 两 
个 终止 区 域 ,各 含有 多 个 位 点 ,分 别 为 terE 、zerD 、terA 和 terF terC ,terB。 这 些 位 点 可 
结合 专 一 性 的 终止 蛋白 ,引起 复制 叉 制 动 。 多 个 位 点 组 织 成 一 个 复制 叉 陷 并 ,使 复制 叉 进 
人 终止 区 域 而 不 能 离开 。 每 个 终止 区 域 只 对 一 个 方向 的 复制 玉 有 作用 。 例 如 在 大 肠 杆 区 
中 上 顺 时 针 方 向 的 复制 及 在 遇 到 terC 停止 前 ,将 通过 terE ,zerD ,terA 位 点 ,这 些 位 点 对 顺 
时 针 方向 的 复制 叉 没 有 终止 作用 。 通过 这 种 巧妙 的 安排 ,每 个 复制 及 在 到 达 其 专 一 的 终 
点 前 不 得 不 越过 另 一 个 复制 叉 。 如 果 由 于 基 种 原因 一 个 复制 叉 的 运动 延迟 ,导致 贾 个 复 
制 及 不 能 在 通常 的 中 心 点 相遇 , 稍 快 的 复制 叉 将 被 陷于 er 区 域 , 等 待 较 慢 的 复制 又 到 
来 。 

所 有 ter 序列 都 包含 一 段 短 的 (22 bp) 区 域 ,可 在 体外 终止 复制 。 在 许多 质粒 中 也 发 
现 了 与 该 终止 序列 一 致 的 序列 ,在 这 些 ter 共有 的 序列 附近 都 可 产生 和 终止。 但 目前 还 无 
法 确定 ter 序列 与 真正 的 复制 终止 位 点 之 间 的 关系 。 终 止 的 实现 需要 tus (terminus uti- 
lization substance) 基 因 的 产物 ,这 种 蛋白 质 分 子 量 36 kDa, 以 单 体形 式 识别 ter 共有 序列 
并 阻止 复制 叉 行动 (图 4- 20)。 
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双向 复制 起 点 为 orsC ,两 个 复制 内 由 DnaB 曙 旋 酶 代表 ,终止 位 点 为 fer 。 T 形 状 代表 位 点 的 极 性 , 复 
制 及 过 到 平头 的 一 边 终 止 。 终止 位 点 的 表示 不 成 比例 ,ierA 、zerD ,ferE 位 于 23~29 APLE, eB, 
toC 位 于 33 和 36 分钟,ferF 位 于 a8 分钟。 每 分 钟 的 为 和 kb, Bi Erase f ex fed T ARBORE 
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不 问 生 物体 的 终止 体系 是 不 同 的 ,例如 组 烟 大 肠 杆 烟 和 枯草 杆 落 (B. subtilis ) 的 终止 
体系 尽管 表面 类 似 ,但 在 细节 上 有 很 大 不 同 ;两 个 细菌 的 终止 位 点 没有 和 相关 性 ,市 且 识 别 
相应 位 点 的 蛋白 质 也 不 同 。 枯 草 杆 菌 的 终止 位 点 是 47 bp 的 不 完全 反 疝 重复 序列 ,由 复 
HET EA (replication terminator protein, RTP) 识 别 。RTP 单 体 分 子 最 为 14.5 kDa, 
MERRER RE, m BET E UGRISIETTERI T 8E ER IE DIR. Tus 和 RTP 几乎 没有 
序列 同 源 性 。 


一 、 大 肠 杆菌 ter- Tus 复合 物 


Tus-terB 之 癌 可 形成 专 -性 的 复合 物 (ke =3.4x10- 3), 这 个 复合 物 非常 稳定 ,其 半 
SENS 550 分 钟 。 DNA 保护 实验 表明 蛋白 质 与 DNA 以 一 种 不 对 称 的 方式 结合 ,在 复合 
物 靠 近 复 制 及 终止 位 点 的 一 个 ,DNA 的 双 链 部 与 蛋白 质 接触 ;而 在 另 - - 侧 ,只 有 一 条 链 上 
的 碱 基 与 蛋白 质 作用 。 

在 体外 ,ter-Tus 复合 物 (ier-Tus complex) TE ALAA 色 体 复制 起 点 阻止 复制 丸 
运动 ;在 体内 ,只 有 当 复 制 叉 以 正确 的 方向 进 人 终止 位 点 时 ,才能 发 生 复制 终止 。 除了 
Tus 8 H (terminus utiligation substance) 外 ,终止 不 需要 其 他 和 蛋白质 ,复制 停止 于 ter 序列 
的 第 一 个 核 苷 酸 。 

ter-Tlus 复 台 物 可 能 道 过 搞 制 DNA 蜡 旋 酶 来 发 挥 终止 作用 ,螺旋 酶 利用 水 解 ATP 的 
FE SERERE DNA 双 螺 旋 。 人 在 螺旋 酶 单独 催化 的 解 旋 反 应 中 ,如 果 螺 旋 矢 的 DNA 底 物 存在 
ter 位 点 ,将 会 抑制 解 旅 反 成 ;抑制 作用 也 朝方 向 性 ,与 完整 复制 又 的 情况 相同 。 DnaB, 
PriA & SA DnaB 和 PriA 的 BX 引发 体 都 能 被 抑制 。UvaD KA OREM 1T, 参 与 DNA 
修复 ) 和 Rep( 参 与 一 些 哈 菌 体 复制 的 大 肠 杆 菌 螺 旋 酶 ) 在 一 些 研究 中 有 拖 制 效果 , 面 在 另 
一 些 研究 中 则 没有 。 大 肠 杆 菌 螺旋 杉 1,SV40 T PUR RIER 8 也 可 被 ter-Tus 复 人 台 物 抑 
制 。 

这 些 研 究 表明 在 ter-Tus 复合 物 中 蛋白 质 - DNA 相互 作用 抑制 了 螺旋 酶 。 另 一 些 实 
IRRE Tus 介 导 的 终止 中 存在 更 微妙 的 作用 。 例 如 rer Tus 复合 物 抑制 螺旋 酶 的 能 力 
受 实 验 环 境 的 影响 。 当 需要 解 旅 的 DNA 片段 变 长 时 ,与 得 的 底 物 相 比 .DnaB 和 Pri 对 
ter-Tus 的 执 制 不 敏感 。 但 含有 多 种 旦 旋 睛 活性 的 BX 引发 体 却 可 被 ter-Tus A 2r $2 hi 
制 。 显然 这 些 螺 旋 酶 在 多 和 蛋白质 复制 复合 物 中 比 单独 存在 的 螺旋 酶 对 终止 更 敏感 ter- 
Tus 复合 物 也 能 阻碍 由 大 肠 杆 菌 DNA RAB I RRE TS T7 DNA ROELS 
换 合成 。 在 两 个 方向 都 可 发 生 拙 制 ,而 正确 方向 的 位 点 的 抑制 作用 更 天 。 但 与 完整 的 复 
BXH, DNA 珍 合 酶 可 更 深信 ter 位 点 。 因此 ,在 挤 制 聚合 酶 和 抑制 螺旋 酶 两 种 可 能 
性 中 ,zer-Tus 复 合 物 对 螺旋 酶 的 抑制 更 类 似 复制 终止 的 情况 ,表明 巢 旋 酶 是 大 肠 杆 菌 终 
止 复合 物 的 靶子 。 


二 、 抑 制 机 制 


不 同 细 苗 的 终 止 体系 有 相同 的 基本 性质 ;第 一 ,去 - ' 性 的 重 白质 - DNA 相互 作用 足 
以 阻碍 一 个 方 包 的 复制 叉 ; 第 二 ,复制 叉 阻 碍 在 DNA 终止 位 点 的 边缘 ,这 个 位 点 被 结合 
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蛋白 所 保护 ;第 三 ,终止 蛋白 以 不 对 称 的 方式 结合 终止 位 点 ,在 复合 物 中 ,阻碍 的 一 便 比 非 
阻碍 的 一 俩 有 更 多 的 蛋白 质 - DNA 相互 作用 ;第 四 ,复合 物 抑制 大 肠 杆 菌 DnaB 螺旋 酶 ， 
这 是 大 肠 杆 菌 染色 体 复制 时 负责 复制 义 运 动 的 主要 赂 旋 酶 。 基 于 ter-Tus 复合 物 阻碍 许 
多 和 恒 白 质 在 DNA 上 运动 的 能 力 , 可 以 认为 它 在 DNA 上 形成 了 一 个 单 向 的 关卡 ,阻止 蛋 
白质 通过 。 当 终止 蛋白 发 挥 关卡 作用 时 ,复制 丸和 终止 复合 物 之 间 专 一 性 的 蛋白 质 -蛋白 
质 相互 作用 也 可 能 产生 和 终止 功能 ,目前 不 能 确定 DNA "蛋白质 和 看 白质- 蛋白 质 相互 作用 
对 竹 止 机 制 的 贡献 程度 。 

根据 细菌 染色 体 终 止 位 点 的 排列 ,如 果 两 个 复制 丸 到 达 其 相应 的 终止 位 点 前 都 不 停 
止 运动 ,两 个 终 上 信号 之 间 的 区 域 将 被 复制 两 次 。 但 许多 体内 和 体外 实验 表明 ,每 次 复制 
时 只 使 用 了 一 个 终止 位 点 。 显 然 , 当 一 个 复制 叉 首先 遇 到 其 相应 的 终止 位 点 时 ,将 停止 运 
动 ,等 待 另 一 个 复制 及 到 来 。 相 反方 向 的 复制 叉 也 在 同一 个 位 点 停止 ,并 不 继续 前 进 到 其 
自身 的 终止 位 点 。 首 先 在 相应 终止 复合 物 处 停止 的 复制 叉 会 形成 相反 方向 复制 叉 的 障 
隘 , 保 证 每 个 染色 体 片段 精确 复制 一 次 。 

在 终止 复合 物 处 复制 又 明显 暂停 ,然后 释放 其 蛋白 质 组 分 。 目 前 尚 不 清楚 终止 复合 
物 除 了 停止 复制 的 作用 ,是 否 还 有 去 组 装 复制 叉 的 作用 。 


三 、 复 制 终止 体系 的 生物 学 功能 


研究 表明 终止 体系 功能 是 防止 DNA 过 度 复 制 。 当 不 存在 终止 体系 时 , 一 轮 复制 完 
成 后 , DnaB 螺旋 酶 不 能 停 上 运动 , 它 将 继续 解 旋 由 模板 链 和 新 合成 链 组 成 的 双 曼 旋 
DNA。 同 时 聚合 酶 继续 延伸 第 一 轮 复制 产生 的 新 链 的 3 末端 ,从 而 产生 长 的 DNA £R 
体 。ier-Tus 复合 物 终止 DnaB 螺旋 酶 ,以 防止 过 度 复制 AES ILU TE ERO E RE DNA, 
对 低 拷 贝 数 的 质粒 来 说 ,防止 复制 时 产生 DNA 多 聚 体 至 关 重 要 。 因为 质粒 二 率 体 可 能 
被 找 员 数控 制 机 制 视 为 两 种 质粒 ,在 分 列 时 不 能 正常 分 配 到 两 个 子 代 细胞 中 。 

终止 机 制 也 可 能 是 一 个 起 始 后 调控 复制 的 方法 。 通常 复制 调控 主要 发 生 在 起 始 阶 
县 ,但 在 一 些 特殊 情况 下 ,如 存在 过 量 起 始 因子 和 氨基 酸 饥 饿 时 ,可 发 生 不 受 控制 的 起 始 ， 
在 这 种 情况 下 ,终止 量 白 能 在 复制 又 到 达 正 常 终点 前 阻止 复制 叉 运动 ,导致 复制 中 断 ,如 
免 过 度 复 制 。 但 复制 体系 如 何 防止 终止 蛋白 影响 正常 复制 呢 ? 人 们 发 现 大 肠 杆 菌 编码 一 
个 蛋白 质 , 能 持 搞 Tus 的 终止 活性 ,这 个 发 现 从 另 一 方面 也 支持 了 终止 体系 对 DNA 复制 
的 调控 作用 。 冬 管 目前 人 们 还 不 清楚 这 种 蛋白 质 在 生物 体内 的 功能 ,但 复制 叉 在 环境 刺 
激 下 停止 并 释放 的 假设 是 很 有 可 能 的 。 

此 外 ,终止 序列 对 DNA 重组 也 有 一 定 影响 。 一 些 同 源 重 组 在 终止 区 域 发 生 的 频率 
比 其 他 区 域 高 10 一 100 倍 ,可 能 复 制 叉 停 止 在 终止 位 点 ,有 助 于 帮助 重组 所 需要 蛋白 质 的 
组 装 。 


四、 线性 DNA 的 末端 复制 
由 于 DNA 聚合 酶 不 能 从 头 起 始 DNA 的 合成 ,其 复制 反应 需要 RNA 引物 的 参与 , 当 


RNA 引物 水 解 后 ,需要 DNA SA Moe BUR B D, 但 已 知 的 核酸 聚合 酶 者 是 5 一 3 方向 
" {31+ 


进行 合成 的 。 在 线性 DNA 的 末端 复制 时 将 产生 问题 ,两 个 子 代 分 子 中 新 台 成 链 的 5 isi 
未 能 合成 。 如 果 这 个 问题 得 淋 到 解决 ,在 连续 的 复制 循环 中 DNA 链 将 会 变 短 ,造成 遗传 
信息 的 丢失 (图 4- 21)。 所 以 必然 存在 “个 特殊 的 机 制 来 合成 线性 DNA 的 末端 ,可 能 有 
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füa-ot 线性 Da 的 未 端 复制 问题 


1) 有 的 线性 DNA 分 于 从 一 开始 就 采取 环 化 的 方法 。 例 如 ADNA 在 进入 宿主 细胞 以 
E SUPR EDT LORS SURE AL. 

2) 有 的 线性 分 子 采取 形成 连环 分 于 Lconcatemer) 方 法 .许多 线性 分 子 的 两 端 都 有 一 
段 重复 的 核 音 酸 序列 , 称 末端 江 余 (terminal redundancy), EHE TP SA 
子 的 单 链 末 问 可 筷 补 ,然后 由 DNA 连接 酶 连接 起 来 。 这 样 形 成 的 二 课 体 称 连 环 
分 子 。 生 成 的 二 内 体 还 可 通过 复制 产生 四 聚 体 . 八 祭 体 连 环 分 疗 。 噬 菌 体 T4 采 
用 这 种 机 制 { 图 4- 22)。 

3) DNA 通过 在 末端 产生 一 个 发 来 ,可 形成 一 特殊 结构 ,导致 事实 上 没有 自由 末端 。 
A (Paramecium 的 线性 线粒体 DNA 的 复制 就 产生 了 这 种 交 联 的 结构 。 

4) 最 直接 的 解决 办 法 是 通过 引入 一 个 蛋白 质 直 接 从 末端 起 始 DNA 的 合成 ,一 些 线 
性 病毒 的 核酸 的 5 末端 可 共 价 连接 蛋白 质 , 借 助 蛋 白质 的 介入 来 解决 线性 分 子 末 
端 复制 问题 。 腺 病毒 (adenovirus JDNA ,噬菌体 盏 29 DNA Z2 BEIC IRE RA ( po- 

| liovirus, 一 种 单 链 RNA 病毒 JRNA 就 采用 这 种 方式 。 

线性 DNA 末端 起 始 复制 的 主要 例子 来 自 腺 病毒 DNA 和 B29 DNA, 它 们 可 以 利用 
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图 4-22 ERRATEA E 


如 图 4- 23 所 示 的 链 和 质 换 方式 真正 地 复制 闪 个 末端 。 新 链 的 合成 从 一 个 末端 开始 , 治 换 
J XE DNA 上 的 同 源 链 。 当 复制 及 到 达 分 子 的 舅 一 端 时 ,被 置换 的 链 以 一 条 自由 的 
单 链 形式 释放 出 来 ,然后 独立 地 复制 。 这 需要 在 分 子 的 末端 以 一 些 短 的 互补 序列 通 这 臧 
基 配 对 形成 双 螺 族 片 眉 。 这 些 病毒 中 ,都 存在 可 议 共 价 地 结合 到 5 末端 上 的 蛋白 质 末 端 
蛋白 (terminal protein, TP). ERA E T, EAA TA 55 kDa 的 和 蛋白质, 通过 其 丝氨酸 
REKLAR MEHRA DNA 连接 。 相 同 的 情况 可 在 @29 PER, AERAR 
炎 病 毒 中 ,一 个 只 有 22 个 氮 基 酸 的 YPg 和 蛋白 通过 酷 氨 酸 上 的 产 基 连接 到 5 末端 碱 基 . 上 。 
这 些 蛋 白质 都 由 病毒 编码 。 

与 正在 复制 的 腺 病毒 新 生 DNA 链 的 条 端 相连 接 的 是 分 子 最 80 kDa 的 蛋白 质 ,是 成 
熟 DNA 上 结合 的 55 kDa 蛋白 质 的 前 体 , 称 为 末端 蛋白 质 前 体 {pTP)。80 kDa 的 pTP 参 
与 了 腺 病毒 DNA 的 复制 起 始 , 在 病毒 成 熟 的 某 个 阶段 ,水 解 为 55 kDa 的 蛋白 质 ,并 保留 
ERRIRE TE, 

pTP 和 蛋白质 可 与 一 个 140 kDa 885885335 DNA REBER- E655, RENTA 
1k, pYP 的 丝氨酸 残 基 与 4CTP 之 间 的 反应 ,使 dC 与 pTP 的 丝氨酸 残 基 共 价 连 接 。 腺 病 
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图 4-23 RAA DNA 本 端的 复制 模 地 


毒 DNA 分 子 的 5 端 连接 着 SS kDa 的 TP 蛋白 ,TP 蛋白 可 被 80 kDa 的 PTP 蛋白 取代 ,使 
聚合 酶 和 末端 蛋白 质 的 复合 物 附着 在 腺 病毒 DNA 的 末端 上 。 同 时 C 与 模板 链 3 端的 G 
以 氧 键 结合 ,在 宿主 蛋白 NFI 的 作用 下 ,在 DNA 末端 的 特定 区 域 形 成 了 起 始 复合 物 。 然 
dt CRUEL di REREH DNA REMI RRE DNA 的 复制 ,产生 了 一 个 与 pTP 
蛋白 相连 接 的 新 链 。 相 似 的 机 制 也 适用 于 029 复制 。 

整个 反应 是 协同 进行 的 ,pTP 蛋白 与 dCTP 的 连接 是 由 DNA 聚合 酶 在 腺 病毒 DNA 
的 存在 下 完成 的 ,表明 连接 反应 类 似 于 核 背 酸 - 核 苷 酸 之 间 的 连接 反应 。 复 制 可 起 始 于 人 尾 
何 一 个 末端 ,但 每 次 只 有 一 个 未 端 形成 起 始 复 合 物 。 通 过 链 置换 的 方式 合成 DNA, 产 生 
了 一 个 双 链 分 子 及 一 个 单 链 分 子 。 被 置 摘 出 来 的 单 链 的 两 个 末端 通过 互补 序列 的 碱 基 配 
对 生成 含有 一 有 段 双 链 的 茎 环 结构 ,然后 在 双 链 末端 以 同样 的 方式 合成 其 互补 链 。 


第 六 节 ”其 他 原核 生物 的 复制 体系 
—. ERIE 的 复制 
噬菌体 和 的 复制 需要 两 个 病毒 蛋白 质 的 参与 ,它们 是 噬菌体 和 基因 O RUP 的 产物 ， 


还 包括 除 DnaA 和 DnaC 外 的 所 有 大 肠 杆 菌 复 制 蛋白 。 研 究 表明 ,DO 者 白 和 PF 蛋白 分 别 是 
DnaA 和 DnaC 的 类 似 物 。 复制 起 点 位 于 基因 O 内 部 ,包括 三 个 部 分 :4 个 高 度 保守 的 正 
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向 重复 的 18 bp 序列 ori 重复 序列 ,其 中 每 个 18 bp 序列 都 是 反 向 重复 ; 约 和 bp 的 
AE AT 的 序列 ;28 bp 的 加 文 序列 。 携 带 oriX 的 质粒 体外 复制 时 只 需要 其 中 两 个 重复 
URES A/T 的 序列 。 

噬菌体 和 中 ,起 始 蛋白 是 噬菌体 编码 的 〇 伪 白 ,分 子 量 为 33,7 kDa。O 〇 蛋白 以 二 聚 
体形 式 结合 在 4 个 ori 重复 序列 上 ,8 个 口 重 白 在 oriX 上 形成 了 -一 个 多 蛋白 质 的 复合 物 。 
Tr URL PO 蛋白 与 oriX 的 结合 导致 了 DNA 结 桔 的 明显 变化 ,包括 DNA ERS 
及. 工 的 区 域 的 解 旋 ,对 口 重 白 来 说 解 旋 过 程 不 需要 ATP 的 参与 ,但 是 在 大 肠 杆 菌 的 oriC 
E. ARIA 的 DnaA 起 始 和 蛋白 结合 并 引起 DNA 的 结构 变化 则 需要 ATP 的 参与 。 在 两 
种 情况 下 ,组装 的 核酸 和 蛋白质 复合 物 都 作为 一 个 装载 体 ,实现 一 系列 复杂 的 蛋白 质 -蛋白 
质 . 重 白质 - DNA 之 间 的 相互 作用 。 

DNA 复制 起 始 的 下 一 个 重 变 的 步骤 是 在 DNA 上 装载 DNA 螺旋 酶 ,以 促进 亲民 双 螺 
旋 的 解 旋 。 在 轿 菌 体 \ 中 感染 的 细胞 中 , 咽 菌 体 编码 的 P 蛋白 与 结合 DNA 的 O 蛋白 相 
互 作用 , 促进 DnaB 螺旋 酶 结合 在 ori b. BER 〇 蛋白 聚集 体 的 形成 ,P 蛋白 和 DnaB 8 
旋 酶 以 P-DnaB 复合 物 的 形式 加 入 进来 ,形成 ori\-O-P-DnaB 复合 物 。 因 为 了 蛋白 能 抑制 
DnaB 螺旋 酶 的 ATP 酶 活性 ,因此 oriX-O-P-DnaB 复合 物 在 随后 的 一 系列 复制 事件 中 保 
持 无 活性 的 状态 ,只 有 了 蛋白 失 活 或 者 从 复合 物 中 脱落 的 情况 下 ,DNA 复制 才能 起 始 。 

二 种 大 上 肠 杆 菌 的 热 激 蛋白 ,DnaK、Dna] 和 GrpE 的 结合 促进 了 ori 的 活化 。 它 们 协 
同 作用 从 oriX-O-P-DnaB AEH LER PEH, DnaB 活化 ,从 而 使 DNA 解 旋 ,这 个 过 
程 同时 伴随 着 SSB 的 结合 。 随 着 DnaB 螺旋 酶 的 活化 ,下 一 个 重 划 步骤 是 使 DNA 引发 酶 
组 装 到 DNA 上 以 产生 DNA 3G BERG CELERE RNA 引物 。 


二 、 哈 菌 体 T7 复制 起 始 


早期 研究 表明 噬菌体 17 复 制 起 始 时 在 17% 位 置 形 成 复制 泡 , 并 双向 复制 。 现 在 发 
现 其 复制 起 始 于 14.759638 15% 的 200 bp 区 域 。oriT7 位 于 基因 1 和 基因 1 了 1 之 间 , 包 
AAA 1. 工 的 两 个 启动 子 (G1 .14 LE. 18) 和 一 个 61 bp E AxT(79%) 的 区 域 , 富 
& AT 区 域 的 模板 链 上 有 T 基因 4 蛋白 的 引发 位 点 。 复 制 起 始 需 要 T7 RNA «RGB. 
T7 DNA 聚合 酶 ,基因 4 蛋白 的 参与 。 

T? RNA RGE EA 1 的 产物 ,是 分 子 量 98.1 kDa HARREM. KRAATER 
23 bp 的 保守 序列 。T7 DNA 聚 人 台 酶 由 两 个 亚 基 组 成 。 一 个 是 T7 基因 5 蛋白 (g5p), 分 
TE 80 kDa, 具 有 低 进 行 性 的 案 合 酶 活性 (1 ~ 50n0 ,也 具有 3 一 5 外 切 核酸 酶 活性 。 另 
一 个 亚 基 旺 宿主 rA 基因 编码 的 硫 氧 还 蛋白 (thioredoxin) ,分 于 量 12 kDa, Æ T7 DNA 
聚合 酶 的 进行 性 因子 。 它 们 形成 1:1 的 复合 物 ,具有 较 高 的 进行 性 ,可 连续 合成 数 千 nto 
基因 4 蛋白 (g4p) 有 两 种 分 子 形式 ,一 种 分 子 量 为 56 kDa, A 一 种 分 子 量 为 63 kDa, 
56 kDa 的 蛋白 质 是 从 基因 内 部 翻译 的 产物 ,与 63 kDa 的 g4p 相 比 . 它 缺少 7 kDa 的 N 末 
端 区 域 。 基 因 4 和 蛋白 是 多 功能 的 酶 ,两 种 形式 的 g4p 有 相同 的 TTPase 和 昌 旋 酶 活性 ,而 
63 kDa 形 式 的 g4p 的 引发 酶 活性 比 56 kDa 的 gdp 高 150 fis. 两 种 形式 的 酶 协同 作用 
时 ,活性 还 能 提高 100 倍 。 表 明 两 种 形式 的 gap 形成 异 一 聚 体 时 ,才能 发 挥 更 好 的 引发 作 
用 。 当 合 成 体系 受到 儿 释 时 ,前 导 链 的 合成 不 受 影 响 , 而 后 随 链 的 引发 频率 下 降 ,表明 基 
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E] 4 蛋白 的 引发 酶 活性 不 是 进行 性 的 ,而 是 分 散 的 ， 

T7 RNA 聚合 酶 可 利用 61. 1A FEL 1B 启动 子 中 的 任何 一 个 发 动 转录 , 当 转 录 产 
HIERA E S A 了 区 域 的 某 个 位 点 时 ,将 被 T7 DNA 聚合 蓝 作 为 引物 合成 DNA, 转 录 产 
物 长 度 为 10 一 60 nt。 这 条 DNA 链 即 为 闹 导 链 。 由 于 转录 作用 ,导致 启动 子 下 游 富 售 A/ 
T 区域 的 DNA 融 解 ,使 T7 基因 4 绰 白 得 以 进入 并 结合 到 非 模板 链 上 。T? 基因 4 蛋白 
W5 *3 方向 移动 , 解 旋 双 螺旋 直到 第 -个 引发 位 点 。 在 这 个 位 点 上 ,T7DNA RC BE 3E 
伸 引 物 3 Roy ,建立 了 右 向 的 复制 尺 。 右 向 复制 又 的 第 一 个 网 崎 片段 向 左 延 伸 , 将 转化 
为 向 左 移动 的 前 导 链 。 随 后 SSB 向 左 运动 使 DNA 变性 ,暴露 另 -模板 链 的 T7 基因 4 Wi 
拍 引 发 位 点 ,IT7 基因 4 看 白 进 入 ,提供 螺旋 酶 活性 ,并 引发 轩 崎 片段 合成 ,形成 左 向 的 复 
"nx. 


=., REA T4 的 复制 体系 


T4 DNA 的 合成 由 一 系列 蛋白 质 组 成 的 多 醇 罕 集体 肉 化 完成 。 基 因 32 EB 
高 度 协同 性 的 单 链 结合 蛋白 。T4 复制 专 一 性 地 需要 鸣 菌 体 编码 的 单 链 结合 蛋白 ,不 能 被 
大 肠 杆 菌 SSB 取代 。gp32 与 T4 DNA 来 合 酶 形成 复合 物 ,它们 之 间 的 相互 作用 对 复制 叉 
的 构建 十 分 重要 , 

基因 41 焦 白 和 基因 61 蛋白 协同 作用 ,催化 形成 短 的 引物 。gp41 类 似 大 肠 杆 菌 的 
DnaB 蛋白 ,是 -个 螺旋 酶 ,具有 依赖 单 链 DNA 的 GTPase 活性 ,以 多 聚 体 的 形式 发 挥 功 
能 。 基 因 59 和 蛋白 可 促进 gp41 与 DNA 的 结合 。 基 因 61 BAES RETE, AMAK iF 
菌 的 DnaG EA. SIDE IEVUSISCKOUT- 9] 3~ TTG- 5 ,合成 具有 pppApCpNpNpNp 序列 的 
五 核 奉 酸 引物 ,并 在 此 基础 上 延伸 DNA 链 。gp61 的 含量 很 少 ,每 个 细胞 只 有 10 AE, 

基因 43 蛋白 是 DNA 聚合 酶 ,分 子 量 110 kDa, 它 具有 5 一 3 合成 活性 ,和 35 8 
正 外 切 核 酸 酶 活性 ,能 催化 DNA 合成 并 去 除 引 物 。 gp43 单独 存在 合成 活性 很 低 ,高 活性 
的 合成 种 要 其 他 三 个 蛋白 质 的 参与 。 这 三 个 蛋白 质 作 为 聚合 酶 的 辅助 因子 ,可 提高 聚合 
酶 对 DNA 的 亲 和 性 ,提高 聚 台 酶 的 合成 速度 和 进行 性 ,基因 45 蛋白 是 二 聚 体 , 它 的 功能 
类 似 于 大 肠 杆菌 Pol HIT 的 8 滑动 钳 。 基 因 44 和 蛋白 和 基因 62 蛋白 形成 一 个 紧密 的 复合 
物 ,具有 ATP 酶 活性 ,它们 的 功能 可 能 类 似 于 yo S 59. 

此 外 ,基因 39,52 和 60 可 编码 TA 拓扑 异 构 酶 II 的 三 个 亚 基 ,可 去 除 复制 引起 的 超 
BE. 

T4 复制 起 始 也 需要 宿主 的 RNA 聚合 酶 ,从 三 个 启动 子 PE SEV. .Pd 的 任何 一 - 
个 起 始 转录 ,利用 全 成 的 RNA 作为 引物 ,在 oriA 位 点 起 始 左 向 的 前 导 链 合成 ,并 取代 非 
模板 链 。 在 新 的 前 导 链 70 nt 内 对 应 的 区 域 含有 三 个 TA gp61 的 引发 位 点 。T4 引发 体 
可 在 此 进入 DNA, 形 成 向 左 运 动 的 复制 叉 。 目前 述 不 清楚 右 向 复制 又 是 如 何 形成 的 。 另 
一 个 启动 子 已 .2 ,位 于 另 一 条 链 上 与 已 4 重 侮 的 位 置 ,可 能 以 相同 的 机 制 负责 右 向 复制 
XS. 
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第 七 节 ”其 他 形式 的 复制 
一 、 线 粒 体 的 DREH 


大 多 数 生 物 染 色 体 DNA 的 复制 是 双向 的 而 且 是 对 称 的 ,然而 也 有 例外 ,线粒体 的 
DNA 采取 一 种 特殊 的 单 向 复制 方式 称 为 置换 环 或 口 - 环 (D-loop) 复 制 。 

背 椎 动物 线粒体 大 小 16—- 18 kb, 并 以 闭合 环 状 分 子 的 形式 存在 。mtDNA 的 两 条 链 
在 变性 的 所 化 钦 高 心 时 迁移 率 不 同 , 这 因为 一 条 链 大 部 分 是 G+ 工 组 成 ,因此 命名 为 重 链 
(H f) ,相应 地 另 一 条 链 为 经 链 (L 链 )。 每 条 链 可 从 一 或 两 个 启动 子 起 始 转录 ,根据 转录 
模板 所 在 链 的 不 同 ,这 些 启 动 子 被 定义 为 轻 链 启动 子 和 重 链 启 动 子 。 每 条 链 都 产生 大 的 
多 顺 反 子 的 转录 产物 ,然后 加 工 产生 成 熟 的 (RNA RNA 和 mRNA, 以 实现 线粒体 遗传 
信息 的 表达 。 在 是 前 已 检测 的 脊椎 动物 中 ,mtDNA 分 子 都 包括 一 个 非 编码 区 域 , 其 中 含 
有 起 始 转 辽 的 启动 子 和 一 个 紧密 相连 的 重 链 DNA 复制 起 点 (On)。 两 条 链 的 合成 是 不 对 
称 的 ,两 条 亲本 链 中 只 有 一 条 (L 链 ) 可 作为 新 链 台 成 的 模板 ,合成 一 段 重 链 置换 了 原初 的 
亲 链 (H) ,使 之 保持 单 链 状 态 。 如 图 4-24, 这 自发 生 置 找 的 区 域 称 为 置换 环 或 也 环 ,这 个 
环 是 由 于 模板 指导 的 重 链 DNA 合成 在 起 始 不 久 就 终止 而 形成 的 。 这 个 停止 合成 的 新 重 
链 仍然 稳定 地 与 环 状 亲 代 分 子 杂交 ,通过 置换 亲 代 的 也 链 产生 一 个 三 链 结构 。 

在 哺乳 动物 的 线粒体 中 D 环 常常 保持 500—600. 碱 基 的 长 度 , 新 合成 的 短 链 是 不 稳 
定 的 , 它 经 常 被 降解 又 再 次 合成 ,以 保持 -* 定 长 度 的 开放 区 域 。 一 些 线粒体 DNA STU 
(X. laevis )DNA 具有 一 个 很 长 的 中 环 , 另 一 些 线粒体 则 具有 多 个 品 环 ,在 四 嵌 虫 的 线性 
线粒体 DNA 上 有 多 达 6 ADA., 在 叶绿体 DNA. 上 也 有 这 种 现象 ,有 些 植物 的 叶绿体 上 
WT DF, 


1.H $& 39 dl gie tá 


线粒体 DNA 的 复制 与 核 DNA 采取 相同 的 起 始 方式 ,首先 合成 一 小 段 RNA 引物 , 然 
后 DNA 罕 合 酶 在 其 上 延伸 。 在 背 崔 动物 线粒体 中 DNA 复制 和 转录 是 相关 的 ,起 始 子 轻 
链 启动 子 (lightstrand promoter, LSP) 的 转录 产物 是 重 链 复制 起 点 处 DNA 复制 的 引物 。 

哺乳 动物 mDNA 通过 不 对 称 的 钥 换 机 制 复 制 ,这 需要 两 个 恤 向 复制 起 点 的 参与 。 
首先 在 Oy 处 起 始 HL REB A18] ,这 个 位 点 在 基因 组 了 环 区 域 中 ,位 于 LSP 下游。 哺乳 动 
物 线粒体 启动 子 由 两 部 分 组 成 ， 一 部 分 是 转录 起 始 区 域 , 另 -部 分 是 转录 起 始 因子 mt- 
TFA 的 结合 部 位 。mtTFA 分 子 可 结 台 DNA 并 使 DNA 弯曲 并 解 链 。 在 所 有 检测 的 将 椎 
动物 中 ,在 体外 从 线粒体 启动 子 起 始 的 转录 需要 线粒体 RNA 聚合 酶 组 分 和 mtTFA。 真 


核 生 物 如 酵母 甚至 人 的 mRNA 襄 合 酶 基因 与 绍 菌 噬菌体 T3.T7 和 SP6 的 RNA e 
同 源 。 


2. 在 O 形成 稳定 的 RNA-DNA 杂交 结构 


不 论 线 粒 体 启 动 子 上 转录 是 如 何 起 始 的 , LSP 位 于 On 直接 上 游 位 置 的 事实 暗示 这 
个 启动 子 在 mtDNA 复制 时 的 作用 。 通 过 精确 确定 D E RNA 和 DNA 的 位 置 表明 从 
137 ， 
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Bla-o4 线 粕 体 的 只 环 复 制 


LSP 产生 的 RNA "HE2S H EDNA RRRS. EBRA DAAR LSP 下 游 的 核酸 序 
列 发 现 了 三 个 保守 的 序列 框 ({CSBI IIL.IITD) 在 所 有 检测 的 兰 椎 动物 的 卫 环 区 域 ,CSB 是 保 
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守 的 ,有 证 据 表 明 CSB 可 能 参与 形成 -个 适当 形状 的 RNA 底 物 来 加 工 线粒体 引物 
NA。 

在 酿酒 酵母 的 mtDNA 中 ,ori /rep 序列 包括 一 个 类 位 CSBII 的 元 件 , 位 于 转录 和 启动 
子 的 下 游 。 在 体外 实验 中 用 含有 ori 启动 子 的 模板 转录 可 产生 保持 与 模 松 结合 的 转录 产 
物 。 这 个 产物 对 RNA W A 和 RNA 酶 Tl 有 抗 性 ,而 对 RNA 酶 二 艇 感 。 形 成 这 种 RNA- 
DNA 杂交 需 CSBII 序列 ,并 且 杂 交 不 会 发 生 在 含 其 他 线粒体 启动 子 { 如 tRNA、mRNA、 
rRNA 启动 子 ) 的 模板 上 。 杂 交 发 生 企 酵母 om /rep 序列 上 表明 RNA-DNA ZEE XE BE 
母 mDNA 复制 是 十 分 重要 的 。 与 在 酵母 中 类 似 ,依赖 于 CSBH 的 RNA-DNA 杂交 也 形 
ETA LSP 下 游 的 CSBI .II 位 点 ,CSBIII 序列 的 窒 变 也 使 杂交 消失。 利用 和 鼠 Ou 进行 的 
哺乳 动物 RNA-DNA 杂交 也 表明 存在 这 样 一 个 特殊 的 结构 ,所 以 RNA-DNA 杂交 是 苹 母 
的 ori rep TI A, BL mtDNA 的 Oy 序列 的 保守 性 质 。 这 个 结构 可 能 含有 极端 稳定 RF 
(EART DNA 链 和 一 个 RNA 链 的 分 子 , 其 中 一 个 DNA 链 被 杂交 的 RNA 2 T ER 
代 )。 然 而 ,利用 酶 切 和 化 学 修饰 等 方法 检测 表明 RNA-DNA 杂交 体 是 一 个 包括 所 有 3 条 
链 共 同 参与 的 奇特 结构 ,而 不 仅仅 是 简单 的 R 环 结构 。 在 ColEI 和 T7 原核 复制 起 点 的 
DNA 复制 时 也 形成 短 的 稳定 的 RNA-DNA 杂交 ,但 是 线粒体 的 情况 在 真 核 生 物 中 还 是 第 
一 次 发 现 。 


3. 引 物 RNA 的 加 工 


为 了 形成 合适 的 复制 引物 ,LSP 转录 产物 必须 经 过 加 工 使 3 末端 在 Oy 处 终止 。 研 
究 人 员 在 鼠 和 人 的 细胞 中 发 现 了 一 种 位 点 专 一 性 的 线粒体 RNA 外 切 核酸 酶 (RNA B 
MRP) 可 在 特殊 位 点 加 工会 有 Oy 序列 的 LSP RNA 转录 产物 。 此 酶 含有 看 白质 亚 基 和 和 
RNA 亚 基 。 现 已 在 许多 有 机 体 中 发 现 RNA BE MRP 的 活性 并 鉴定 了 编码 RNA 组 分 的 
基因 , 酶 蛋白 和 RNA 组 分 的 结构 在 进化 中 是 保守 的 。 但 用 含有 起 点 序列 的 单 链 RNA 作 
为 底 物 时 ,并 不 能 断裂 已 知 的 RNA-DNA 转化 位 点 。 这 个 矛盾 可 能 是 由 于 RNA W MRP 
加 工 的 底 物 是 三 链 RNA-DNA 杂交 物 ,而 不 是 单 链 RNA, 这 些 断 用 完全 依赖 于 CSBI 的 
存在 。RNA BE MRP EEES D REE RNA 引物 加 工 过 程 是 必须 的 ,也 进一步 证 明 
RNA-DNA 杂交 体 是 RNA 加 工 的 底 物 。 

确定 线粒体 中 存在 此 酶 是 很 困难 的 ,因为 在 核 中 也 发 现 了 相似 的 隆 活 性 。 有 证 据 表 
明 核 RNA BE MRP 参与 了 5.8 S rRNA 的 晚期 加 工 ， 通过 原 位 杂交 发 现 少量 RNA Mi 
MRP RNA 位 于 局 和 拟 蜡 卵 母 细胞 的 线粒体 中 。 因此 细胞 中 似乎 全 有 两 种 RNA B 
MRP, 在 核 中 大 量 存在 用 于 mRNA 加 工 。 在 线粒体 中 少量 存 住 ,参与 线粒体 RNA SER, 


4.H f£ DNA 合成 的 终止 


哺乳 动物 线粒体 DNA 复制 起 始 后 ,新 合成 的 短 链 继 续 延 伸 ,导致 亲本 HE EBEHM 
的 区 域 变 长 ,扩展 了 呈 环 。 在 背 检 动物 mtDNA 中 广泛 存在 三 螺旋 卫 环 ,这 表明 它 对 于 
mtDNA 的 代谢 具有 关键 的 作用 。 可 能 包括 保持 一 定数 目的 引发 mtDNA 分 子 以 引发 随 
后 的 DNA 复 制 ,并 据 供 转录 调控 和 mtDNA 分 配 必需 的 mDNA 构 型 。 也 环 的 形成 是 由 
于 Oy 下游 H 链 合成 的 过 早 终止 。 这 个 终止 的 新 H 链 还 保持 与 亲 链 双 螺旋 的 结合 。 不 
同 种 类 On FH D 环 的 3' 末 端的 位 置 不 同 , 即 D 环 的 物理 大 小 具有 种 属 专 一 性 。 尽 管 如 
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比 ,DD 环 的 3' 林 端 终止 于 特定 的 位 点 ,这 个 位 点 是 由 短 的 模板 序列 决定 的 . 这 些 末 端 结合 
序列 在 兰 椎 动物 中 基 保 守 的 ,而 月 在 已 检测 的 口 坏 中 位 于 3 未 端 上 游 相 似 的 位 置 ,表明 
新 合成 的 也 环 链 的 终止 是 - -个 模板 指导 的 事件 ,可 能 对 线粒体 DD 环 的 形成 有 潮 在 的 调控 
作用 。 通 过 对 小 牛 的 末端 结合 序列 结合 活性 的 鉴定 , 志 曲 新 合成 的 开 链 是 终 小 还 是 继续 
进行 日 链 复 制 昨 由 核 编码 的 因子 决定 的 。 


s. 工 链 复制 的 起 始 


A TEES] TIS mDNA 中 , 轻 链 复制 的 起 点 O 距离 On AIRE, EE mtDNA 分 
f ES Ou 大约 273 基因 组 距离 的 位 点 。 它 是 由 tRNA 基因 隔 开 的 -- 段 非 编码 区 域 。 
当 复 制 反应 沿 着 线粒体 环 延 仲 到 Oy 时 ,被 置换 的 H 链 上 的 起 始 位 点 暴露 出 来 ,在 这 个 起 
始 位 点 上 二 链 的 合成 起 始 。 利 用 被 置换 的 亲 代 于 链 作 为 模板 .以 与 子 代 日 链 合 成 相反 的 
方向 合成 [. 链 ， 亲 代 日 链 蜂 露 并 以 单 链 形式 存在 时 ,这 个 区 域 的 DNA 序列 可 能 形成 一 
个 稳定 的 蕉 环 结构 。L 链 台 成 的 起 始 希 要 引发 酶 产生 一 段 短 的 RNA 分 子 ,其 5 未 端 位 于 
蕉 环 结构 定 含 工 的 部 分 。 在 体外 有 效 的 复制 不 仅 需要 莽 环 结构 ,还 依赖 甘 上 的 碱 基 序 
列 ,以 固定 DNA 素 合 酶 延伸 涡 要 的 引物 。 在 大 多 数 疹 椎 动物 编码 Trp. Ala, Asn,Cys, Tyr 
等 IRNA 基因 的 mDNA 序列 中 ,发 现存 在 具有 保守 二 级 结构 的 非 编码 区 域 ,表明 这 些 序 
AT O, 的 功能 是 必需 的 。 然 布 ,系统 发 育 比 较 显 示 鸡 IB in ,总 蜥 中 未 发 现 类 他 
OL 的 非 编码 区 域 ,可 能 Or, 位 于 染色 体 的 其 他 位 置 ,或 其 中 的 一 个 tRNA 分 子 具有 OL 的 
功能 。 

由 起步 较 晚 , 当 生 和 链 的 合成 停止 时 ,L 链 的 合成 才 完 成 1/3。 这 时 产生 了 两 个 环 状 
DNA 分 子 ; 一 个 是 完整 的 双 链 环 状 DNA, 5 -个 是 全 有 部 分 单 链 有 缺口 的 环 ,将 继续 L 
链 的 合成 。 合 成 完成 后 需要 除去 两 个 起 点 的 RNA 引物 ,填充 并 连接 分 子 上 的 缺口 ,并 在 
共 价 闭合 环 状 mtDNA PELA MEE, DNA 复制 的 最 后 阶段 包括 两 条 子 代 分 子 的 分 离 。 


6. DNA RAM 了 和 辅助 蛋白 


在 脊椎 动物 中 ,只 有 -种 催化 线粒体 DNA 合成 的 DNA REE: DNA HR NP y 
(Poely)。 它 共有 与 其 他 的 细胞 DNA 3C RC Ie] 的 性 质 ,例如 在 体外 可 利用 RNA 作为 模 
板 ; 被 顺 于 烯 一 酰 乙 胺 和 ddNTP 抑制 ,对 是 栖 H X (aphidicolin) A pitt, FT Skdb de, 4 
种 来 源 的 聚合 酶 y 纯化 时 都 伴随 着 3 一 5' 外 切 核酸 酶 活性 ,对 应 TRECH y 反应 的 高 度 
忠实 性 。 高 度 纯化 的 聚合 酶 Y 制品 通常 包括 两 种 主要 的 多 肽 ,一 个 大 催化 亚 基 具有 DNA 
WE Er Bii PEL -个 小 亚 基 的 功能 未 知 。 DARRA MERGA y 的 基因 已 分 离 纯 化 。 
BRAI y 亚 基 的 基因 是 从 醇 母 中 分 离 的 ， 编码 一 个 140 kDa 的 多 肽 。 氨 基 酸 顺序 
表明 这 个 蛋白 质 合 有 与 原核 生物 DNA 聚合 酶 的 核 背 屋 聚 合 酶 和 外 切 酶 区 域 同 涛 的 区 
域 。 外 切 酶 区 域 突变 在 体内 导致 mtDNA 的 罕 变 率 升 高 ,表明 这 个 区 域 对 错 配 核 苷 酿 有 
校对 功能 。 其 他 证 据 也 表明 浓 椎 动物 聚合 酶 y 的 大 催化 亚 基 同 时 具有 5—3 8E A MER 3 
一 5 外 切 酶 活性 。 

HE DNA RAMH RAN y 也 需要 辅助 因子 的 参 与 。 一 些 有 机 体 的 线粒体 含 
1i 8E DNA 结合 蛋白 (SSB) ,在 氨基 酸 序列 和 DNA HATER E8175 K ES FF E SSR 相似 。 
与 在 mtNDA 复制 的 作用 一 致 ,多 种 来 源 的 SSB 可 体外 促进 聚合 酶 了 活性 ,大 鼠 的 SSB 可 
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结 人 台 在 D 环 区 域 的 亲 代 耳 链 上 。 在 线粒体 中 也 普遍 发 现 了 DNA 螺旋 酶 的 存在 。 
二 、 深 环 复制 


有 一 种 单 问 复制 的 特殊 方式 称 为 滚 环 复制 (rolling circle replication)。 在 滚 环 复 制 中 ， 
只 有 一 条 链 复 制 而 产生 一 些 环 状 分 子 的 拷 员 。 其 中 一 条 链 发 生 断 裂 ,产生 了 自由 的 ae 
基 林 端 。 然 后 以 此 为 引物 ,以 未 断裂 的 一 条 环 状 链 为 模板 ,由 DNA 聚合 酶 催化 延伸 , 产 
生 叫 做 滚 环 的 结构 。 复 制 反 应 可 看 成 生长 点 沿 着 环 状 的 模板 链 深 动 。 随 着 它 的 滚动 ,3 
端 不 断 延 长 ,5’ 端 不 断 地 被 置换 甩 出 而 成 为 一 条 单 链 。 随 着 反应 的 循环 进行 ,在 单 链 上 合 
成 了 环 状 基因 组 的 许多 单位 的 拷 员 ,这 种 单 链 尾巴 按照 单位 长 度 断 型 就 会 产生 原初 环 状 
复制 子 的 单 链 线性 拷 由 。 这 个 线性 DNA 可 保持 其 单 链 形式 存在 或 者 通过 合成 其 互补 链 
而 转化 为 双 螺 旋 形 式 。 因 此 滚 环 复制 提供 了 扩 增 原初 复制 子 的 方法 (图 4-25)。 


( ) - ( ) 3-OH ( IEE CE: 
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图 4-25 ERE 


在 史 苗 体 中 滚 环 复制 是 一 个 普遍 现象 。 哈 菌 体 BX174 是 单 链 环 状 DNA Zr f GF 
链 ), 它 在 复制 过 程 中 首先 合成 其 互补 的 负 链 ,形成 共 价 闭 合 的 双 链 超 螺旋 分 子 , 然 后 进行 
滚 环 复制 合成 大 量 正 链 。 噬菌体 基因 组 编码 产生 ARA, ERII DNA 正 链 上 的 
特殊 位 点 (复制 起 点 ), 并 在 其 上 产生 一 个 切口 (nick) ,游离 出 一 个 3- OH 和 一 个 -磷酸 
末端 ,并 与 其 5 末端 共 价 结合 。 随 后 在 DNA 聚合 酶 催化 下 ,以 环 状 负 链 为 模板 ,从 止 链 
的 3- OH 末端 加 入 脱氧 核 华 酸 。 新 链 沿 着 环 状 的 负 链 模板 不 断 延 长 ,而 结合 着 A 蛋白 
的 5 RO ISTE IHR HORE SSB RAKARE IB RO AP bl , EREI, 所 以 当 新 链 的 
生长 点 重新 返回 复制 起 点 时 ,被 取代 的 正 链 S 未 端的 AA 蛋白 也 在 起 点 附近 , 它 将 再 次 识 
别 起 点 并 将 链 切 断 。 被 取代 的 正 链 作为 一 个 环 被 释放 。 入 蛋白 参与 了 环 化 过 程 ,使 正 链 
产物 的 3 和 5 末端 连 捷 在 一 起 。 然 后 A 蛋 日 又 重新 连接 于 双 链 环 正 链 切 口 处 的 5/96 AG 
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AW. RO :次 循环 ,通过 老 次 滚 环 复制 ,可 产生 许多 拷贝 的 环 状 正 链 。 这 些 正 链 可 用 
作 模 板 合成 互补 的 负 链 ,以 形成 双 链 环 状 DNA ,重新 参加 滚 环 复制 ,也 加 以 包装 到 虹 菌 体 
的 和 蛋白质 颗粒 中 以 产生 后 代 吗 菌 体 。 
实验 证 明 , 某 些 双 链 DNA 的 合成 也 可 以 通过 滚 环 复 制 的 方式 进行 。 例 如 和 噬菌体 复 
制 的 后 期 ,以 及 非 沛 爪 蟾 的 卵 民 细胞 中 二 NA 基因 的 扩 增 都 是 以 这 种 方式 进行 的 。 
滚 环 和 站 环 的 存在 表明 ,可 以 只 以 一 条 链 为 模板 起 始 DNA 的 合成 。 双 螺旋 的 开放 
结构 并 不 会 引起 田 一 条 链 起 始 合 成 ,两 条 链 的 复制 起 点 可 以 分 别 在 不 同 的 位 置 。 


FAT ” 真 核 生物 的 复制 过 程 
— E a 


在 真 核 生物 细胞 的 细胞 周期 中 ,DNA 的 复制 发 生 在 中 期 的 S 期 ,高 等 真 核 生物 细胞 


的 复制 常常 持续 几 个 小 时 。 真 核 染 色 体 中 DNA 复制 是 通过 许多 独立 的 复制 于 来 完成 - 


的 ,其 中 具有 一 部 分 复制 子 在 S 期 的 任何 时 间 都 参与 复制 ,而 其 他 复制 子 只 在 S 期 的 特定 
时 间 活 化 。 每 个 复制 子 都 有 固定 的 起 点 (复制 起 点 ) ,常常 采取 双向 复制 方式 。 

与 原核 生物 不 同 , 真 核 生 物 的 复制 子 相对 小 ,而 且 它 们 的 复制 又 移动 的 速度 比 细菌 复 
制 又 的 运动 要 慢 许 多 ,复制 速度 大 约 500 一 5000 bpmin。 如 果 所 有 的 复制 子 同时 发 挥 作 
用 ,哺乳 动物 基因 组 的 复制 将 在 一 小 时 内 完成 ,但 在 典型 的 体 细 胸中 ,S 期 可 持续 6 小 时 ， 
表明 在 任何 时 间 内 ,活化 的 复制 子 不 会 超过 1596. 

原核 生物 细胞 的 基因 组 只 有 一 个 复制 子 ,就 是 细菌 染色 体 本 身 ,所 以 复制 和 分 型 的 单 
位 是 - EB. 真 核 生物 染色 体 是 线性 双 链 分 子 ,含有 许多 复制 起 点 ,因此 是 多 复制 子 
(muitirepiicon)。 所 以 - -个 分 列 单 位 包括 很 多 复制 单位 ,这 使 得 复制 的 控制 很 复杂 。 在 一 
个 细胞 启 期 中 ,染色 体 上 所 有 的 复制 子 都 起 始 复制 ,尽管 它们 杯 是 同时 活化 的 ,但 都 是 在 
一 个 周期 内 被 激活 的 ,而 且 每 个 复制 子 在 - -个 细胞 周期 只 能 被 激活 -次 ,这 表明 尚未 复制 
的 复制 子 上 一 定 有 某 些 信 叶 , 可 被 复制 体系 鉴定 出 来 并 在 其 上 开始 复制 ,结果 --- 个 复制 子 
在 细胞 周期 内 不 能 复制 两 次 。 而 县 由 于 许多 复制 十 独立 活化 的 ,必然 存在 另 一 些 信号 
表明 基因 组 中 所 有 复制 子 的 复制 过 程 已 全 部 结束 ,这 种 调控 机 制 尚 不 清楚 。 

有 证 据 表明 真 核 生物 染色 体 的 复制 子 中 没有 复制 终止 ,复制 又 从 其 起 点 连续 移动 直 
到 迪 到 邻近 复制 子 的 复制 灵 时 终止 复制 。 


Z., DNA RSH 


"T REE P cle S SR E O REUE P DNA 来 合 旷 的 数量 众多 ,在 大 肠 杆 
菌 中 ,只 有 10—20 个 Poll 全 酶 ,然而 一 个 典型 的 动物 细胞 中 含有 20 000 一 60 000 分 子 
HIRAM a。 

在 哺乳 动物 细胞 抽 提 物 中 发 现 了 云 种 不 同 的 DNA RGB LET aA Yde ag, 
6 ETRA M y 是 线粒体 酶 。 其 中 3 个 核酸 酶 a 8. 属于 a 样 的 DNA AK GN SJ 
的 结构 和 催化 特征 。 
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X4-6 NEE DNA 聚合 醇 


DNA X £r s at D SC1I1) «OD B Y 
位 置 核 核 核 核 线粒体 
SRDE 引发 DNA 合成 DAMES 收复 复制 
3-5 3-5 3-5 
其 他 功能 DEM |O SHEM HARM 
HE AA aphidicolin aphidicolin aphidicohn XU & TTP TAH TIP 


这 些 酶 中 娜 个 是 真正 的 复制 酶 呢 ? 利用 SV40 DNA 的 复制 作为 模型 研究 哺乳 动物 
DNA 复制 ,发 现在 体外 a 和 5 两 个 酶 就 足以 复制 病毒 的 环 状 基因 组 ,在 体内 结果 也 一 样 。 
DNA 聚合 酶 "是 一 个 多 亚 基 复合 物 , 由 4 个 不 同 的 亚 基 组 成 ,大 亚 基 (180 kDa) 具 有 聚合 
酶 活性 位 点 。 两 个 小 亚 基 (50 一 60 kDa) 具 有 引发 酶 活性 ,能 合成 短 的 RNA 引物 。 哺 乳 
动物 的 DNA 聚合 酶 "进行 性 不 高 ,每 次 结合 事件 合成 核 苷 酸 少 于 100 个 。DNA SABE o 
与 DNA RAN 不同, 它 含 有 3 ,3 外 切 核酸 酶 活性 ,而 缺少 内 在 的 引发 酶 活性 。DNA 
聚合 酶 8 还 没有 被 很 好 地 鉴定 。DNA 聚合 酶 a 和 8 在 酵母 中 的 同 源 物 分 别 叫做 DNA X 
AR A DNA RAM II[, 它 们 负责 酵母 核 的 复制 。 无 论 在 体内 还 是 在 体外 复制 ,DNA 
RABE oURI 8 XE SRI 2,3 50D CR RI D ( dideoxythymidine ) 和 抗菌 索 蚜 栖 菌 素 有 
相同 的 反应 ,这 些 结果 使 人 们 认为 它们 都 是 校 DNA 的 复制 酶 ,人 们 还 认为 DNA EB a 
合成 后 随 链 而 DNA 票 台 酶 8 合成 前 导 链 ,但 现在 看 来 DNA 聚合 酶 。 的 功能 是 起 始 复 制 ， 
而 DNA 聚合 酶 8 的 功能 是 延伸 两 条 链 ， 因此 前 导 链 和 后 随 链 网 贬 片 段 的 起 始 基 有 相同 的 
程序 。 但 目前 我 们 还 不 知道 前 导 链 和 后 随 链 合成 的 起 始 是 否 是 由 同一 个 DNA RAM a/ 
引发 酶 复合 物 完成 的 。 

KO BS e 似乎 不 参与 SV40 DNA 的 复制 ,但 最 近 研 究 发 现 x 催化 亚 基 的 表达 与 人 细 
胞 增殖 紧密 联系 ,表明 e 在 细胞 DNA 复制 中 起 关键 作用 ,至 少 与 复制 紧密 相关 。 此 外 ， 
DNA RAW e 也 可 能 参与 修复 反应 ,如 人 成 纤维 细胞 的 UV 损伤 修复 ,重组 引起 的 双 链 
断 发 和 缺失 的 修复 、 精 了 发 生 过 程 中 碱 数 分 裂 时 的 重组 和 修复 A HeLa 细胞 的 DNA 3 
ABS e 有 两 个 亚 基 , 分 别 为 > 200 kDa 和 55 kDa, 酵母 聚合 酶 有 SS 个 亚 基 ,分 别 > 
200 kDa,80 kDa,34 kDa.,31 kDa,29 kDa, 

DNA 聚合 酶 8 的 作用 是 碱 基 切 除 修 复 ,而 DNA RGN y 是 线粒体 的 复制 酶 。DNA 
REN y. CAMS TS ONE CA 3—5 核酸 外 切 酶 的 校正 活性 。 

DNA KAW ò 的 进行 性 由 PCNA 滑动 钳 蛋白 来 保持 ,作为 DNA RC BEÉS ET TEES 
T ,协调 两 个 聚合 酶 的 行为 。PCNA 的 晶体 结构 与 大 肠 杆菌 BETHA, PCNA — 3X 
体形 成 环 围绕 着 DNA。 尽 管 其 序 询 和 亚 基 组 成 与 二 聚 体 的 B 氏 有 所 不 同 ,但 功能 是 相同 
的 。 

自前 已 经 纯化 了 体外 复制 真 核 生物 DNA. 的 系统 ， 它们 的 功能 与 原核 生物 中 的 类 
似 ,但 在 使 用 上 有 所 不 同 , 见 表 4-7 。 
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44-7 不 同 生物 的 盘 制 体系 


mem | DuA l aid oda i TRE ORC 
GERM |o C | MM S x: |. pita" | Odé E 
WEM DnaB gpl 本 抗原 (SY40) MCM 蛋白 7 
mm (| l Dnat GA gpél Pola -引发 酶 Pola -引发 酶 
RN Palm m" aT ga Po Pols 和 Pole 
SUL TUBIS GL EUR | PoltiI d BEP e E gpià | Polà | Poi 和 Fole 
EE p 3rd v gpá5 | PCNA PCNA 
EIE dn | y | go44 /62 RE.C RF-C 
fé DNA HA EI ] SSB gp32 RP-A RP-A 


三 、SV40 DNA 复制 


SY40 病毒 (simian virus 40) 只 编码 一 个 看 白质 (TT 抗原 ) 以 供 基因 组 复制 的 需要 ,其 
他 复制 所 需 的 蛋白 质 由 宿主 细胞 提供 ,SV40 DNA 复制 发 生 在 宿主 细胞 核 中 ,在 病毒 和 细 
胞 DNA 复制 之 间 有 很 多 相 侯 之 处 ,这 使 SVAO 病毒 成 为 研究 真 核 生物 细胞 DNA 复制 的 
理想 模型 体系 。 


1.DNA 复制 起 点 


SV40 病毒 基因 组 由 大 约 5000 个 碱 基 对 的 环 状 双 蝶 旋 DNA 分 子 组 成 ,病毒 基因 组 
与 组 蛋白 复合 形成 与 细胞 染色 质 类 似 的 核 异 白 结 构 。 在 SV40 复制 起 点 处 有 两 个 工 抗原 
结合 位 点 (图 4-26) 其 中 核心 起 点 (位 点 订 ) 是 基因 组 中 一 个 64 bp 的 片段 , 它 含有 在 体内 
和 和 体外 起 始 病毒 DNA 复制 抽 需 的 所 有 核 董 酸 序列 元 件 。 遗 传 学 分 析 显 示 核 心 起 点 组 成 
是 复杂 的 ,至 少 由 三 个 功能 不 同 的 序列 微 区 组 成 。 核 心 起 点 中 心 是 27 bp 的 严格 的 反 向 
重复 序列 ,其 中 含有 4 个 拷贝 的 五 核 背 验 序列 特征 微 习 (GAGGC) ,这 些 序列 是 病毒 起 始 
重 白 了 抗原 的 识别 位 点 。 在 本 抗原 结合 位 点 的 一 侧 是 一 个 由 AT 组 成 的 17 bp 片段 ,可 
能 是 起 始 解 链 的 位 点 。 工 抗原 结合 位 点 另 一 侧 是 15 bp 不 严格 的 回 文 结构 ,其 功能 未 知 。 


5 185 3210 $230 5243/0 li 31 
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| 一 位 点 1 一 由 一 一 一 一 位 点 了 一 一 一 一 


(核心 起 点 ) 


图 4 -26 SVA DNA 复制 起 点 
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后 两 个 删 愤 区 域 在 起 始 SV40 DNA 复制 时 将 经 应 结构 转化 。SV40 DNA. 复制 需要 起 点 
具有 所 有 三 个 微 区 ,而 且 它 们 之 间 间 也 距离 对 起 点 功能 也 很 关键 。 尽 管 64 bp 核心 起 点 
区 足以 支持 SV40 DNA 复制 起 始 , 核 心 区 外 的 序列 却 能 影响 起 始 的 效率 。 第 二 个 工 抗 原 
结合 位 点 (位 点 了 位 于 核心 起 点 的 附近 ,可 使 复制 效率 提高 1] 一 4 f&. 5 SV40 DNA 转录 
活化 相关 的 元 件 ,如 SV40 增强 子 或 转录 因 半 SP-1 的 结合 位 点 ,对 起 始 复 制 也 很 重要 ， 
在 核心 起 点 附近 存在 这 些 序列 元 件 可 至 少 使 DNA 体内 复制 效率 提高 10 倍 。 


2.8V40 HATHA 


在 SV40 起 点 起 始 复 制 需要 病毒 基因 产物 T 抗原 结合 起 点 并 起 始 链 分 离 过 程 。 
SV40 的 大 工 抗原 (SV40 large tumor antigen) 是 病毒 编码 的 含 磷 蛋 白质 ,含有 一 个 分 子 量 
82 kDa RIZ HK, ix^ TEES UTERE DNA 复制 起 始 过 程 中 起 起 始 因子 .DNA BENE RI 
发 体 装载 蛋白 的 三 重 作用 。 

从 SV40 ori 起 始 的 双向 DNA 复制 经 历 以 下 步骤 ;在 ATP 的 促进 下 , 工 抗原 会 在 起 
FUR SCE RN REDE ,两 个 T 抗 原 六 绎 体 识 别 并 结合 到 oi 上。 结合 研究 表明 THEAT 
与 起 点 中 所 有 4 个 五 核 苷 酸 重 复 结合 ,形成 核 伍 白 结构 。T 抗原 的 结合 在 起 点 DNA 上 产 
生 了 显著 的 结构 变化 ,使 15 bp 不 完全 回 文 结构 处 的 双 赂 旋 去 稳定 ,并 在 富 含 AT 区 域 造 
成 结构 变形 。 在 解 旋 过 程 中 工 抗 原 与 富 含 AT 区 域 产生 序列 专 一 性 的 结合 。( 图 4- 27) 
通过 对 富 售 AT 片段 断 的 碱 基 取 代 帘 变 分 析 表 明 解 旋 效 率 不 仅 取决 于 其 碳 基 组 成 ,而且 
取决 于 其 精确 核 彰 酸 序列 。 TT 抗原 有 上 明显 的 蜡 旋 酶 活性 ,一 旦 结合 起 点 , 它 能 够 进入 双 螺 
旋 中 并 催化 依赖 ATP 的 双 链 解 旋 。 解 旋 是 建立 复制 叉 和 产生 引发 和 延伸 新 链 的 底 物 的 
关键 步 双 。T 抗 原 的 螺旋 酶 活性 也 参与 延伸 过 程 。 


时 期 回 文中 央 GAGGC AT 
结构 Af 区 域 


图 4-27 SV40 的 天 工 抗原 


除了 专 一 性 的 核 苷 酸 序列 元 件 外 , 工 抗原 介 息 的 解 旋 反 应 还 需要 宿主 细胞 提供 辅助 
蛋白 ,如 需要 单 链 DNA 结合 重 白 防止 解 旋 时 暴露 的 单 链 重 新 结合 。SV40 的 单 链 结合 下 
白 基 复制 蛋白 A(replication protein A) 也 叫做 RP-A ,RF-A 或 真 核 生物 SSB, 它 由 三 个 紧 
密 结 合 的 亚 基 组 成 ,分 子 量 分 别 为 70 kDa, 32 1Da 14 kDa, 大 亚 基 可 专 一 性 结合 单 链 
DNA. EREA THR- DNA 复合 物 结合 RPA ,增强 了 SV40 T 抗原 的 DNA 螺旋 酶 活 
性 ,催化 进一步 解 旋 。 在 解 旋 反 应 中 ,大 肠 杆菌 的 SSB 可 取代 RP-A 作为 单 链 结合 蛋白 ， 
但 是 它 不 能 代替 RP-A 完成 复制 反应 ,表明 RP-A 在 复制 中 还 有 其 他 作用 。 
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了 抗原 和 大 肠 杆菌 DnA 蛋白 一 样 ,都 能 与 单 链 区 域 的 一 条 链 发 生 专 -性 相互 作用 。 
因此 除了 专 一 性 识 草 DNA 结合 位 点 外 ,TT 抗原 在 起 点 解 旋 过 程 中 也 可 以 作为 单 链 DNA 


结合 蛋白 发 挥 作用 。 
3. RNA 引物 和 起 始 DNA 的 合成 


工 抗原 具有 引发 体 装载 功能 ,并 可 激活 Polo 的 引发 酶 活性 。 在 起 始 的 下 一 步 , 双 功 
能 的 DNA WEARS "引发 蓝 识 别 并 结合 工 抗原 - RPA 起 点 复合 物 ,从 而 导致 了 引发 体 的 
形成 ,开始 引物 合成 。 引 发 反应 是 异常 的 :首先 利用 Pol o 的 引发 酶 活性 侣 成 一 个 短 的 
RNA 引物 ,然后 立刻 用 同 -… 个 Pol xx 引发 酶 的 DNA 聚合 酶 活性 快速 延伸 所 形成 的 RNA， 
合成 短 的 起 始 DNA Gnitiator DNA, IDNA); iDNA 长 度 通 常 为 3 一 4 nt, 但 在 纯化 的 DNA 
复制 体系 中 ,Pol a 人 站 | 发 酶 合成 的 RNA-DNA 产物 要 长 得 多 {大约 300nt) ,表明 有 其 他 因 
TFE T Pol a 的 活性 。 这 个 片段 长 度 也 受 Polo 进行 性 的 限制 。 

当 引 物 合成 并 起 始 了 DNA 合成 后 ,复制 叉 形 成 并 开始 复制 的 延伸 期 。Sw40 复制 灵 
上 至 少 包含 了 两 种 DNA 聚合 酶 (CDNA RAM a 人 | 发 酶 复合 物 .DNA RGN 5. 还 可 能 有 
DNA RAN «) ,聚合 能 辅助 罩 白 (PCNA 和 REC ,延伸 也 需要 RPA 的 参与 , 它 可 促进 
DNA 聚合 酶 的 活性 。 除 了 在 DNA 合成 起 始 前 解 旋 息 点 外 .了 T 抗 原 也 是 延伸 过 程 中 负责 
FIL DNA 解 旋 的 螺旋 酶 。 在 存在 单 链 结合 蛋白 的 情况 下 , 工 抗原 内 在 的 螺旋 酶 活性 可 以 
高 度 进行 性 的 方式 解 旋 长 的 双 螺 旋 DNA 片段 。 研 究 表明 工 抗 原 在 DNA 单 链 上 以 3' 一 
5 方向 运动 。 因此 如 果 工 抗原 是 负责 复制 又 移动 的 螺旋 酶 , 它 应 该 沿 前 导 链 运动 。 相反 
所 有 已 知 直 接 参 与 原核 生物 复制 的 螺旋 酶 都 滑 后 随 链 运动 。，SV40 DNA 复制 需要 拓扑 蜡 
构 酶 活性 ,在 复制 过 程 中 拓扑 异 构 酶 起 两 个 作用 ， — iE EE ie S BI SCRI UE PT 5: 5 8 UE E 
力 , 以 保证 亲 代 链 解 旋 。 两 个 已 知 的 哺乳 动物 DNA 拓扑 异物 酶 ,拓扑 异 构 酶 T 或 IT, 都 有 
这 个 功能 。 第 二 个 作用 是 在 复制 完成 时 介 导 新 合成 的 子 代 双 螺旋 分 离 。 


4. 从 Pol œ F Pot ô 的 转换 


起 始 前 导 链 DNA 复制 需要 从 Pol a 到 Pol 8 的 转换 。 一 日 DNA 合成 ,细胞 复制 因子 
CRFC A S DNA 的 3 末端 ,在 模板 上 装载 PCNA 和 DNA KAM 8, 取代 聚合 酶 o 
因此 Pol xx 引发 酶 不 能 - - 直 完 成 DNA 合成 。RFC 是 一 个 多 亚 基 蛋白 质 , 它 的 三 个 炎 基 分 
子 量 分 别 为 140 kDa.41 kDa .37 kl)a, 它 的 作用 是 真 核 生物 的 滑动 钳 载 体 。 其 中 140 kDa 
的 大 亚 基 识别 并 结合 引物 -模板 连接 ,而 41 kDa 的 亚 基 具有 依赖 DNA 的 ATP 酶 活性 。 

PCNA 是 DNA RABE $ 的 进行 性 因子 ,其 单 体 分 子 量 为 37 kDa, 这 个 蛋白 质 与 人 们 
先前 发 现 的 增 簿 性 细胞 核 抗原 (proliferating cell nuclear antigen, PCNA) 或 细胞 周期 蛋白 
《cyclin) 是 同一 个 蛋白 质 。PCNA 的 晶体 结构 与 大 肠 杆 菌 BP 亚 基 十 分 类 似 , 它 是 -- 个 环 状 
的 三 桶 体 , 具 有 3. 5nm WR, EURADH DNA 在 其 间 滑 动 而 不 与 蛋白 质 产生 物理 接 
触 。 尽 管 其 序列 和 亚 基 组 成 与 二 聚 体 的 8B 错 有 所 不 同 ,但 功能 是 相同 的 。PCNA 参与 延 
伸 反 应 ,可 提高 SV40 DNA 复制 效率 ,在 没有 PCNA 时 ,DNA 合 成 也 能 起 始 , 但 只 合成 很 
短 的 新 链 ,最 多 几 百 个 核 音 酸 ;而 存在 PCNA 时 ,DNA RGB $ 进行 性 提高 ,每 次 结合 
件 可 催化 聚合 至 少 1000 个 核 背 酸 ,但 PCNA 对 DNA RANE a 的 活性 和 进行 性 没有 作 
用 。 进 行 性 的 RFC/PCNA/Pol 8 复合 物 延 伸 新 的 DNA 链 , 形 成 连续 合成 的 前 导 链 复合 
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物 。 
目前 认为 后 随 链 DNA 复制 是 以 网 崎 片段 形式 半 不 连续 进行 的 。 与 大 肠 杆 菌 或 T4 


VEI URL SEHR DNA 素 合 酶 机 制 一 致 , 双 链 合成 是 一 个 高 度 苏 同 的 过程。 复制 灸 处 会 有 
一 个 DNA RAN av 引发 酶 复合 物 和 两 个 DNA 聚合 酶 8,Pol a/ 引 发 酶 在 由 RPA 和 包 被 的 
后 随 链 模板 上 不 断 引发 新 闻 晴 片段 ,然后 利用 与 前 导 链 起 始 过 程 中 相 赔 的 和 机制 实 现 Pol a 
到 Pol 8 的 交换 。 两 个 DNA 聚合 酶 3 一 个 合成 前 导 链 ,而 嚼 一 个 合成 后 随 链 的 冈 崎 片段 。 
后 随 链 产生 环 回 折合 后 随 链 /前 导 链 聚合 酶 复合 物 能 够 一 起 沿 DNA 移动 。 与 DNA RA 
B "不 向 ,DNA 聚合 酶 1 含有 起 校正 作用 的 3 95 外 切 核酸 酶 活性 ,可 保证 双 链 DNA 的 
精确 合成 。 


5. Pius) Hr ERES 


在 同 崎 片段 合成 后 ,RNA BS HL 5/73 外 切 核 酸 酶 MF1 共同 作用 切除 RNA 引物 ， 
后 随 链 的 DNA 聚合 酶 8 填充 两 个 冈 崎 片段 之 间 的 缺口 ,DNA 连接 酶 1 用 来 填补 完成 的 
冈 崎 片段 之 间 的 切口 ,产生 完整 的 后 随 链 。 


Eu. BE SLE d 


通过 对 SV40 DNA 复制 的 研究 ,人 们 对 真 核 生物 的 复制 体系 和 复制 过 程 有 了 一 定 的 
认识 ,但 SV40 毕竟 不 是 真正 的 真 核 生物 ,因此 其 复制 过 程 .复制 调控 与 真 核 生物 复制 的 
实际 情况 相 比 , 仍 有 一 些 差别 。 近 年 来 ,人 们 通过 研究 低 等 真 核 生物 酵母 的 复制 ,进一步 
了 解 了 真 核 生 物 的 复制 情况 。 


1. 酵母 的 复制 区 和 复制 起 点 


对 大 多 数 真 核 生物 DNA 复制 起 点 的 性 质 人 们 知之 其 少 ,许多 知识 是 通过 低 等 真 核 
生物 酵母 获得 的 。 人 们 从 醉酒 酵母 ( Saccharomyces cerevisiae ) We f& bk 3E EE T Ai ffi DNA 
序列 ,含有 这 些 序列 的 质粒 可 在 细胞 循环 S 期 进行 自主 复制 。 表 明 这 些 专 一 性 DNA 序 
到 能 指导 DNA 复制 的 起 始 , 被 命名 为 自 主 复制 序列 (autonomously replicating sequence, 
ARS). ARS FPERRA RE E EX 68 Dt dil p d RE DNA 复制 起 点 的 功能 。 

在 孽 母 染 色 体 中 ,只 有 部 分 ARS 序列 可 作为 复制 起 点 , 即 染 色 体 中 ARS 元 件 比 染 
色 体 中 活化 的 复制 起 点 多 。 即使 这 样 ,在 藤 丝 染色体 中 复制 起 点 也 是 过 量 的 , 即 在 染色 休 
中 潜在 的 复制 起 点 比 真正 需要 的 复制 起 点 多 ,可 能 在 细胞 分 化 中 允许 选择 性 地 使 用 不 同 
的 复制 起 点 。 

人 们 了 解 最 清楚 的 ARS 序列 是 位 于 酵母 染色 体 TV. 着 丝 粒 山 近 的 ARSI 序列 ,已 经 
确定 它 是 醇 母 染色 体 的 一 个 复制 起 点 。ARSI1 可 被 分 为 三 个 功能 区 ,A、B、C。A 和 日 
已 足够 完成 ARS 的 功能 ,构建 有 效 的 复制 起 点 。 所 有 其 他 ARS 序列 都 有 相同 的 A-B 组 
织 结构 ,而 C 区 可 能 只 存在 证 ARI 上 ,C 区 只 有 微弱 的 起 始 活性 ,而 肪 共有 在 缺少 日 区 
时 C 区 才能 发 挥 作用 。 

ARSI 的 A 区 是 15 bp 的 DNA 序列 ,其 中 会 有 11 bpl 5-(T/A)TTTA(T/C A/G) 
TTTCT/A)- F ] 的 保守 序列 , 它 是 所 有 了 酵母 ARS 中 都 具有 的 一 致 序列 , 叫 艇 ARS 共有 
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序列 (ARS consensus sequence, ACS} 这 个 序列 对 ARSI 80; 8E T 4E EE, CA 区 中 
只 有 ACS 序列 时 ,起 点 的 起 始 功 能 将 下 降 20 倍 , 因 此 ACS 以 外 的 序列 对 A 区 的 功能 也 
REZ, 

对 ARSI PR R 区 已 进行 了 详细 的 研究 (图 4- 28), 它 位 于 ACS FAE S TH 
DNA 链 的 3 一 侧 , 是 大 约 80 bp 的 一 个 开阔 区 域 、B 元 件 含 有 在 超 嵌 旋 质粒 中 很 容易 解 
WERI DNA 序列 ,最 近 的 研究 表明 B 元 件 作为 一 个 复制 区 元 件 , 其 作用 与 A 元 件 同 等 重 
村 , 它 可 能 促进 复制 反应 的 起 始 。 


, ORC 


ABEL s 
C> DNA fi& jg oL (T n 


—NER—ENENE N 7 
B3 B? BI ACS C 
E 


图 4- 28 醇 址 的 复制 区 币 复 料 起 点 


B 区 包括 三 个 亚 功 能 区 , B1 、B2 23。51 和 B2 的 功能 未 知 ,在 8B2 的 11 bp 中 有 
9 bp 与 ACS 序列 一 致 ,而 BI 是 新 的 序列 。 它 们 各 能 结合 DNA E SUE REB PES 
种 个 稳 定 结构 而 作为 DNA 解 旋 位 点 ,也 许 两 者 都 有 。 当 色 区 存在 时 ,在 娃 的 关 个 亚 区 中 
只 要 存在 任意 两 个 区 域 都 是 以 保持 有 效 的 起 点 功能 。 任 何 - -个 区 域 单 独 存在 ,即使 在 多 
拷贝 的 情况 下 ,也 不 能 实现 ARS 的 作用 ,因此 一 个 亚 功 能 区 的 功能 不 同 ,不 能 互相 取代 。 

ARSI 的 B3 元 件 是 ARS 结合 因子 1CARS-binding factor DAJI SRE, ABEL 是 
一 个 多 功能 的 .序列 专 一 性 的 DNA 结合 蛋白 ,作为 转录 加 子 参 与 转 这 活化 和 转录 沉默 。 
此 外 , 它 也 是 DNA E HAREN T, CHACE ARE, 因此 与 真 核 病毒 复制 一 样 ， 
在 真 核 染色 体 中 也 存在 复制 起 始 和 转 肝 起 始 的 直接 联系 。 作 为 ABF1 的 结合 位 点 ,B3 序 
列 也 页 被 其 他 转录 因子 的 结合 位 点 取代 。 

总 之 , 真 核 牛 物 的 人 染色 体 复 制 起 点 由 -- 些 DNA 元 件 以 一 定 的 排列 形式 组 织 而 成 ,其 
中 A 区 具有 复制 起 始 了 于 的 功能 ,在 构成 ARS 功能 的 序列 中 ,只 有 A 区 是 必须 的 ,而 BI. 
B2.B3 也 比较 重要 ,4 个 元 件 足以 构成 有 效 的 起 点 。 在 DNA 复制 的 ARS 起 点 至 少 有 两 
个 活化 位 点 ,一 个 是 ABFI 结合 位 点 , 既 能 活化 复制 也 能 活化 转录 ; 另 一 个 是 复 制 真正 的 
活化 位 点 。 

在 酵母 基因 组 中 与 A 区 一 致 的 序列 很 多 ,可 以 使 质粒 高 频 转化 的 染色 体 序列 中 只 有 
一 小 部 分 是 其 染色 体 上 真正 的 复制 起 点 。 这 说 明 只 有 A 区 还 不 够 ,A 区 还 需要 与 多 个 具 
有 活化 作用 的 元 件 结合 , 才 能 成 为 有 活性 的 复制 起 点 ,如同 ARSI 中 的 情况 PE. 


2. 真 核 生物 的 起 点 识别 复合 物 


酵母 的 起 始 因子 是 -个 叫 做 起 点 识别 复合 物 (origin recognition complex, ORC) 45 £ 
WERA, EH 6 ^P ^e [B1 BG d KER, AE 120.72,62.,56,53,50 kDa, iX 6 ^ 


亚 基 对 细胞 分 裂 和 DNA 复制 起 始 都 有 重要 作用 。 遗传 分 析 表 明 72 kDa 的 ORC EHZ 
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变 可 导致 DNA 复制 失败 。 与 野生 型 细胞 相 比 ,ORC 温度 敏感 型 突变 体 以 很 高 的 速率 失 
去 质粒 ,同时 在 非 允 许 温 度 下 细胞 不 能 进入 S 期 ,表明 ORC 在 DNA 复制 起 始 时 的 正 调 
:用 。 

PC 可 在 溶液 中 预先 组 装 , 并 在 ATP 的 作用 下 结合 起 点 DNA。DNA 结合 实验 表明 
ORC 可 与 ARS! 复制 区 关键 的 4 元 件 结合 ,ORC 与 所 有 ARS 元 件 结合 都 需要 识别 ACS 
序列 ,但 对 马 的 各 个 亚 区 没有 序列 上 的 特殊 要 求 。 除 了 结合 A 区 外 ,ORC 还 能 与 Bl 相 
互 作用 。 结 合 ORC 的 B 元 件 区 域 在 DNase I 作用 下 形成 了 周期 性 的 酶 切 图 谱 , 表 明 
DNA 缠绕 在 ORC 多 肽 上 ,就 像 组 蛋白 八 聚 体 在 核 小 体 中 缠绕 DNA 那样 ,不 同 的 是 ,ORC 
结合 DNA 需要 依赖 ATP 的 存在 。 

可 见 ORC 具有 原核 生物 Dna A 起 始 蛋 白 的 一 些 特性 ,表明 它 可 能 是 真 核 细胞 复制 的 
起 始 蛋 白 。 此 外 ,ORC 可 作为 单 链 结合 蛋白 , 选择 性 地 与 双 链 DNA 结合 位 点 处 的 一 条 
链 相互 作用 ,但 没有 观察 到 ORC 促进 的 DNA 解 旋 。 

从 不 同 生 长 时 期 细胞 中 提取 染色 质 , 黄 核酸 酶 切 图 说 表明 ORC. 几乎 在 整个 细胞 周期 
中 一 直 结 合 ACS 序列 ,这 表明 尽管 ORC 对 DNA 复制 是 重要 的 ,但 是 仅仅 结合 ORC 不 
足以 决定 DNA 合成 起 始 。 因此 可 能 有 与 细胞 循环 相关 的 其 他 因子 ,与 ORC 相互 作用 以 
控制 S 期 DNA 合成 起 始 ,而 ORC 作为 这 些 因子 结合 DNA 的 一 个 装载 平台 { 如 入 叭 菌 体 
的 口 绰 白 一 样 ), 成 为 复制 调控 的 一 个 关键 因素 。 通 过 对 ORC SEERAD EAE 
测 其 功能 ,这 是 因为 其 中 只 有 ORC 与 其 他 蛋白 质 有 同 源 性 。ORC -5ER Sir 蛋 
白 同 源 ,Sir3 在 转录 沉默 中 发 挥 重要 作用 , 它 与 ORCI N 端的 200 个 氨基 酸 有 50% 同 源 
性 。ORC1 还 与 参与 细胞 分 改 循 环 的 蛋白 质 同 源 ; 它 们 是 酿酒 酵母 (S. cerevisiae ) 的 
Cde6 EA RRA BE ( Schizosaccharom yces pombe) I] Cdc18 蛋白 ,这 两 个 蛋白 质 在 DNA 
合成 调控 中 起 关键 作用 。ORC1 Cde6, Cdcl8 的 同 源 序列 包括 一 个 NTP 结合 区 , ORCS 
也 含有 ~ 个 NTP 结合 区 。 如 上 所 述 ,ORC 结合 ACS 需要 ATP, 突变 分 析 表 明 ORCI 的 
NTP 结合 区 对 细胞 生存 是 关键 的 ,而 ORCS 的 NTP 结合 区 突变 将 导致 纲 胞 生长 对 温度 
SUE. ORC 中 存在 两 个 核 蔡 酸 结合 位 点 ,其 中 只 有 一 个 对 ORC 功能 关键 ,表明 ORC 除 
了 和 作为 复合 物 装载 平台 外 ,还 具有 其 他 功能 。 

ORC 不仅 存在 于 酵母 中 ,最 近 在 许多 物种 甚至 人 中 都 克隆 了 ORC EE 1,2,5 的 同 
源 物 ,表明 酵母 中 调控 DNA 合成 的 组 分 和 机 制 在 所 有 真 核 生物 中 都 是 保守 的 。 


3. 真 核 生 物 的 装载 因 于 和 螺旋 栈 


目前 尚未 确切 发 现 负责 真 核 生物 复制 的 六 聚 体 螺旋 酶 ,最 有 可 能 成 为 真 核 生 物 复制 
性 螺旋 酶 的 候选 者 是 MCM 蛋白 复合 物 。 它 是 依赖 DNA 的 ATP BESORIS VL, E UE 
为 在 酵母 中 保持 小 染色 体 的 基因 而 被 整定 。 最 近 的 研究 显示 一 种 无 进行 性 的 DNA 螺旋 
酶 活性 可 与 一 系列 入 的 MCM 蛋白 共同 纯化 。 办 外 ,对 酿酒 酵母 的 体内 观察 表明 MCM 
蛋白 定位 于 起 点 而 已 它们 随 着 复制 丸 移 动 。 尽管 有 这 些 进 展 ,还 需要 进一步 的 研究 以 确 
定 观察 到 的 DNA 螺旋 酶 活性 是 否 是 由 于 MCM 重 白 的 真 接 作用 ,以 及 这 些 蛋 白质 是 否 一 
直 存 在 于 复制 又 上 。 

尽管 还 不 能 确定 真 核 细胞 中 复制 性 的 螺旋 酶 ,但 最 近 通过 研究 细胞 起 点 处 蛋白质 组 
装 表明 , 真 核 生物 有 与 原核 生物 相似 的 复制 丸 组 装 过程 。 对 爪 验 抽 提 物 的 体外 复制 研究 
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相对 酿酒 瞧 母 的 体内 复制 研究 表明 Cdc6 2I CIT 5 ORC 相 开 作用 ,为 细胞 进入 S 期 所 必 
TOA MCM 3E EL £k DNA 合成 起 始 前 以 一 定 的 顺序 组 装 到 ORC -起 点 复合 物 上 。 另 一 个 
可 以 ORC 和 MCM E HH H tE FER E PL, Cded5 蛋白 ,也 在 起 始 前 结合 到 起 点 上 。 
在 证 据 表 明 MCM 蛋白 作用 于 复制 叉 上 ,尚且 还 发 现 Cde6 蛋白 是 起 始 过 程 所 必需 而 不 起 
延伸 所 需要 ,表明 Cdc6 蛋白 与 DnaC A à BÉ A (9 P. BE EL3E OE, dÉ — 1 E ERES T, 而 
MCM 蛋白 与 naB 一 样 有 螺旋 酶 的 功能 。Cde45 E03 EXE TEES LU BEBÉRE e] SURE Sf, 
"C B zh S RT RE XE USC AEG SEC E BE BO 22 8E , CIC ET ES. e 蛋白 。 


4. 复 制 过 程 


对 真 核 生物 起 点 结合 复合 物 的 研究 表明 ,伴随 复制 起 始 也 有 类 似 的 改 型 事件 。 在 起 
始 过 程 中 ,与 起 点 结合 的 蛋白 质 组 分 明显 地 改变 。 这 些 改 变 包 括 有 释 放 或 降解 装载 因子 
Cde6 蛋 丫 ,以 及 最 后 起 点 结合 复合 物 的 去 组 装 。 控 制 这 些 变 化 的 机 制 还 不 清楚 ,但 有 一 - 
些 可 能 性 .细胞 循环 控制 的 激酶 对 复制 前 复合 物 ( 存 G 期 位 于 真 核 生物 起 点 的 蛋白 质 
党 集 体 ) 的 一 个 或 多 个 组 分 的 修饰 可 能 触发 疏 型 。 另外 ,ORC 和 Cdcé 慢 白 对 ATP 的 水 
解 也 可 能 触发 起 点 处 复合 物 的 蛋白 质 组 成 和 构 卉 的 变化 。 在 Gi 人心 转变 时 Cde6 蛋白 的 
降解 基 起 始 复制 前 改 型 组 装 蛋 和 白 的 晕 . "个 机 制 。 

在 起 总 结合 蛋白 积聚 人 台 酶 之 问 的 其 他 相互 作用 也 可 能 在 起 始 时 发 挥 功能 。 例 如 , 真 
核 生物 的 起 始 蛋白 (也 是 螺旋 酶 ) 直 接 与 DNA Pol ux3| 发 酶 作用 并 使 其 组 装 到 起 点 。 


5.DNA RÊ c 


日前 还 不 清楚 两 个 奥 核 生物 聚合 酶 Pol 8 和 Pol c 的 具体 功能 ,在 不 同 的 党 制 子 中 两 
个 酶 的 作用 是 不 同 的 。SV40 DNA 可 以 在 无 Pol e 的 情况 下 复制 ,而 对 醇 母 的 遗传 分 析 表 
明 DNA XE B e 是 细胞 牛 存 和 完成 5 期 所 必需 的 。 可 能 在 复制 相对 短 的 SV40 复制 子 
时 Pol e 是 可 有 可 无 的 ,但 往复 制 舱 术 生 物 染 鱼 体 车 相 对 长 的 复制 于 时 仍 需 要 Pol e, dE 
染色 体 复 制 时 ,两 个 酶 分 别 合 成 前 导 链 和 后 随 链 ,但 还 不 能 确定 具体 哪个 聚合 酶 作用 于 哪 
条 链 。 在 人 和 办 竹 中 ,Pol e 还 参与 DNA 修复 . 


6.5 一 3 外 切 核酸 酶 活性 


真 核 生物 的 DNA 聚合 酶 没有 5 一 3 外 切 核酸 酶 活性 ,切除 RNA 引物 的 过 程 由 一 个 
独立 的 叫做 FEN - 的 外 切 v 内 切 核酸 酶 宪 成 。 这 个 酶 专 : -性 作用 于 双 螺 旋 DNA 的 未 退 
火 的 5 单 链 尾 巴 。 当 完成 了 网 崎 片段 的 合成 后 ,螺旋 酶 冒 换 含有 RNA 引物 链 的 soos 
产生 了 FEN - 1 的 底 物 。 已 知 在 酿酒 醇 母 中 这 个 螺旋 酶 是 Dna2 看 白 ,这 个 蛋白 质 可 与 
FEN - 1 发 生 相 互 作用 。RNaseH1 也 可 能 参与 引物 切除 。PCNA 与 FEN - 1 相互 作用 使 
FEN- 1 组 装 到 其 作用 位 点 。 一 晶 引 物 被 切除 后 ,DNA RONE, MFT DNA 连接 
酶 连接 的 缺 日 。 


五 、 真 核 生物 复制 时 的 核 小 体 结 梅 


染色 体 是 真 核 生 物 DNA 的 存在 形式 , 它 的 复制 要 经 历 另外 的 解 离 步 瑞 (LDNA 和 组 蛋 
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HARRERA AHE- DNA 的 重 结合 步 又。DNA 是 半 保 留 复制 的 ,而 组 重 白 八 聚 
恒 是 以 全 保 锚 方式 传 给 子 代 分 子 的 , 即 亲 本 的 组 蛋白 八 聚 体 在 复制 过 程 中 并 不 解 离 , 而 新 
组 组 白 的 8 个 亚 基 则 完全 是 重新 合成 的 。 而 和 且 在 复制 过 程 中 亲 代 信 桶 体 仍 与 亲 链 保持 一 
定 的 结合 ,并 不 完全 从 亲本 链 上 解 离 下 来 ,从 而 导致 复制 后 所 有 的 亲 代 从 聚 体 都 分 布 在 一 
条 于 链 上 ,而 新 的 八 罕 体 都 分 布 在 另 一 条 子 链 上 。 在 SV40 的 复制 体系 中 , 亲 代 入 聚 体 都 
结合 在 前 导 链 上 。 


六 、 昌 核 生物 染色 体 末 端的 复制 与 端 粒 酶 


真 核 生物 同样 面临 线性 DNA 复制 时 所 产生 的 5’ 末端 隐 缩 的 问题 ,常规 的 真 核 DNA. 
聚合 酶 同样 不 能 完全 复制 真 核 生 物 的 染色 体 末 端 ( 端 粒 )。 问 题 的 解决 需要 - -种 特殊 的 蘑 
合 酶 一 一 端 粒 酶 (telomerase) ,这 种 酶 可 以 保持 染色 体 端 粒 的 长 度 。 

在 70 年 代 以 前 , 端 粒 的 精确 组 成 尚未 确定 ,1978 年 Blackburn 等 人 发 现 一 种 具有 纤 
毛 的 单 细 胞 生物 四 膜 虫 ( Tetrahymena } 的 端 粒 含有 一 种 短 的 .简单 的 核 背 酸 序列 重复 
(TTGGGG)。 此 后 ,科学 家 们 考察 了 包括 动物 ,植物 和 微生物 在 内 的 许多 生物 中 端 粒 的 
特征 。 实 际 上 所 有 的 端 粒 -包括 筷 、 人 和 其 他 峭 椎 动物 的 重复 单位 中 常 全 有 较 多 的 荆 和 忆 
核 萌 梭 。 例 如 人 和 小 鼠 的 端 粒 以 TTAGGG 序列 为 特征 ,而 线虫 的 端 粒 则 其 有 TTAGGC 
的 特征 。 

80 年 代 初 期 的 研究 揭示 ,由 于 某 种 原因 ,不 同 的 有 机 体 之 间 端 粒 重 复 亚 单 位 数目 不 
Te] ,甚至 在 同一 有 机 体 的 不 同 细胞 之 间 也 不 同 。 此 外 随 着 时 间 的 雅称 ,特定 细胞 中 的 重复 
亚 单位 数目 也 是 波动 的 。 但 是 每 个 物种 有 -- 个 特有 的 平均 数 。 在 四 膜 虫 中 一 般 的 端 粒 有 
70 个 重复 ;而 人 的 端 粒 有 2000 个 重复 。 所 观察 到 的 不 均一 性 使 Blackbum 等 人 提出 了 末 
端 复 制 问题 的 新 的 解决 办 法 。 

Blackburn 等 认为 细胞 在 端 粒 长 度 上 所 观察 到 的 波动 是 细胞 企图 将 端 粒 保持 在 一 个 
太 臻 恒定 的 尺寸 上 的 依 身 。 在 细胞 分 裂 过 程 中 端 粒 缩短 ,但 它们 也 由 于 结合 上 新 合成 的 
问答 亚 单位 而 被 延长 。 人 们 推测 这 些 亚 单 位 是 出 一 种 特殊 的 DNA 聚合 酶 合成 的 , ER 
同 于 以 往 的 正常 的 DNA 聚合 酶 。 研 究 人 员 推 测 这 种 特殊 的 艇 能 够 在 没有 现成 DNA 模 
板 可 利用 的 情况 下 从 缩短 处 重建 DNA 单 链 。1984 4E, Blackburn 等 发 现 了 这 种 特殊 酶 
( 端 粒 酶 ) 的 存在 ,他 们 把 合成 的 端 粒 与 四 膜 虫 的 细胞 抽 提 物 混合 在 一起 ,结果 发 现 端 粒 得 
到 了 延伸 。 随后 人 们 对 端 粒 酶 的 性 质 进行 了 详细 的 研究 ,发现 这 种 酶 是 一 个 核糖 核 蛋白 ， 
Br E SET B P LAU. RNA 分 子 ,在 RNA E88 dbi EIE 48 Sram SE 8 X abet 
酸 模板 。 天 此 端 粒 酶 可 以 看 作 一 种 特殊 的 DNA 聚合 酶 , 即 自 身 携带 RNA 模板 的 反 转 录 
酶 。( 图 4- 29) 此 后 不 同 的 研究 人 员 在 酵母 , 峙 和 小 鼠 中 发 现 了 端 粒 酶 。1989 年 Morin 
首次 在 人 的 癌 细 胞 系 中 发 现 了 端 粒 酶 。 该 酶 的 精确 组 成 在 不 同 物种 之 间 有 所 不 同 。 

在 许多 单 细胞 有 机 体 中 端 粒 酶 的 重要 性 是 无 可 争辩 的 。 例如 四 膜 虫 需要 端 粒 酶 以 保 
持 其 永生 性, 如果 端 粒 酶 发 生 了 改变 , 端 粒 就 会 缩短 ,细胞 也 将 死亡。 TENERE pb BE 
发 挥 同样 的 作用 。 但 在 多 细胞 有 机 体 甚至 在 人 体 中 端 粒 酶 是 否 也 有 同样 的 功能 呢 ? 

令 人 惊奇 的 是 人 类 的 许多 细胞 中 都 缺乏 端 粒 酶 ,大 多 数 普通 的 体 细 胞 在 培养 中 分 弄 
时 都 失去 了 其 端 粒 片段 ,而 且 在 正常 人 体 组 织 中 的 端 粒 随 着 人 的 衰老 也 发生 缩短 。 而 在 
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种 系 细胞 中 闪 粒 可 被 完整 保存 下 来 。 这 些 结 果 表明 人 体 细胞 能 通过 监测 失去 的 端 粒 重复 
数 而 计数 分 型 次 数 , 当 端 粒 长 度 下 降 到 某 一 临界 值 时 它们 就 可 能 终止 分 裂 。 随 着 时 间 的 
推移 , 映 粒 的 缩短 和 细胞 增殖 能 力 的 下 降 也 许 是 人 衰老 的 原因 之 一 。 在 最 近 的 实验 中 , 研 
究 人 员 通 过 在 正常 的 体 细胞 中 引 人 端 粒 酶 催化 亚 基 ,使 细胞 额外 地 多 进行 了 20 CAL 

另外 ,人 们 也 推测 端 粒 酶 与 肿瘤 的 关系 。 在 理论 上 , 体 细胞 缺乏 端 粒 酶 ,通过 连续 分 


裂 会 失去 它们 的 端 粒 ,这 种 端 粒 缩短 被 细胞 的 特定 机 制 监 测 , 从 而 在 没有 造成 大 的 损害 前 
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终 正 细胞 的 分 裂 。 如 果 肿 瘤 细胞 产生 端 粒 酶 ,那么 这 些 细胞 将 保持 它们 的 端 粒 而 有 可 能 
; 限 地 分 列 并 生存 下 去 。 

ADR MERANER PEARY ILES EN ADR etl 

有 活性 ,在 正常 的 人 体 组 织 中 几乎 不 能 检测 到 其 活性 。 人 研究 人 员 还 发 现 , 人 肿瘤 中 的 端 粒 
比 周围 正常 组 织 中 的 端 粒 短 得 多 。 

这 些 结果 暗示 瘤 细 胞 中 的 端 粒 很 短 , 因 为 只 有 在 其 已 开始 无 控制 的 复制 之 后 细胞 才 
合成 端 粒 酶 。 此 时 细胞 已 失去 很 大 数量 的 端 粒 亚 单位 。 当 端 粒 酶 最 终 被 活化 时 , 它 将 稳 
定 这 严重 编 短 的 端 粒 , 使 过 度 增 殖 的 肿瘤 顷 胞 变 成 不 死 的 细胞 。 根 据 这 些 结 果 , 人 人们 提出 
了 端 粒 酶 被 人 体 正 常 和 恶性 细胞 活化 的 方式 。 根 据 这 种 模式 , 端 粒 酶 通常 是 由 发 育 胚胎 
中 种 系 细胞 产后 的 ,但 是 一 旦 人 体 完全 形成 ,大 多 数 体 细胞 中 的 端 粒 酶 就 会 被 抑制 ,向 时 
随 着 细胞 增殖 , 端 粒 缩短 。 当 端 粒 下 降 到 一 个 阔 值 水 平 ,将 发 出 防止 细胞 进一步 分 到 的 信 
号 。 但 是 ,如 果 导 致癌 的 遗传 突变 阻止 了 这 种 信号 的 正常 传递 ,细胞 将 越过 正常 的 衰老 并 
继续 分 裂 ,细胞 将 失去 端 粒 序列 ,并 继续 染色 体 欧 重 排 ,这 会 进一步 产生 致 瘙 的 可 能 。 当 
完全 失去 端 粒 时 ,细胞 可 能 发 生 破坏 或 死亡 。 但 如 果 危 机 前 期 的 遗传 混乱 导致 端 粒 酶 的 
产生 ,细胞 将 不 会 完全 失去 它们 的 端 粒 。 缩 得 的 端 粒 将 被 保持 下 来 。 这 样 E He ELI A 
胞 将 获得 癌 的 永生 特征 。 在 各 种 人 的 癌症 中 存在 端 粒 酶 以 及 在 正常 体 细胞 中 不 存在 端 粹 
酶 的 现象 ,使 人 们 意识 到 对 这 种 酶 的 研究 可 能 导致 发 现 新 的 抗 癌 药 物 。 ES 7s Re 45 SE. Faa 
粒 酶 的 药物 可 能 通过 使 端 粒 缩短 或 消失 破坏 癌 细 胞 而 不 影响 大 多 数 正常 细胞 的 功能 。 此 
外 ,由 于 端 粒 酶 存在 于 许多 瘤 症 中 ,所 以 端 粒 酶 的 抑制 剂 将 对 肿瘤 具有 广泛 的 疗效 。 

当然 ,上述 的 假设 还 仅仅 是 一 种 理论 ,因为 还 有 一 些 例外 的 情况 ,如 有 些 晚期 肿瘤 缺 
CONEBHATE ,而 最 近 发 现 有 些 体 细胞 (一 些 白细胞 ) 也 能 产生 这 种 端 痔 酶 ,但 总 的 说 ,已 
有 证 据 表 上 明 , 大 多 数 肿瘤 细胞 需要 端 粒 莓 以 进行 无 限 的 分 刹 。 
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第 五 章 转 R 


转录 (transcription) 是 指 以 DNA 为 模板 ,在 依赖 于 DNA 的 RNA RAMEE TF, E 
4 种 rNTP(ATP,CTP.GTP 和 和 UTP) 为 原料 ,合成 RNA 的 过 程 。RNA 是 DNA 将 遗传 信 
息 传 递 纵 蛋 白质 的 中 心 环节 。 在 有 些 RNA 病毒 中 ,RNA 也 可 以 指导 合成 RNA。 

在 转录 过 程 中 ,DNA 双 链 中 的 一 条 链 为 模板 , 称 为 模板 链 ,而 另 一 条 链 称 为 编码 链 。 
转录 起 始 于 RNA 聚合 酶 和 启动 子 结合 之 后 ,转录 起 始 的 第 一 个 碱 基 称 为 转录 起 始点 ,在 
RNA REG BRIEF FA, RNA, 至 终止 子 处 终止 。 由 启动 子 到 终止 子 的 序列 称 为 转录 
单位 (transcription unit); 转录 起 始点 前 面 的 序列 称 为 上 游 (upstream) ,后面 的 序列 称 
为 下 游 (downstream)。 起 始点 为 +1, 上 游 的 第 一 个 核 音 酸 为 - 1, 其 他 的 依次 类 
推 。 

对 原核 生物 的 转录 过 程 研究 较 早 ,了 解 得 较 详 尽 。 近 年 来 对 真 核 生 物 的 转录 过 程 也 
有 了 较 多 的 了 解 。 下 面 我 们 讲述 原核 生物 和 真 核 生 物 转录 过 程 及 其 特征 。 


第 一 节 “转录 酶 和 转录 因子 上 9 


对 RNA 合成 的 酶 学 过 程 的 研究 始 于 50 年 代 末 ,目前 的 资料 比较 充分 ,了 解 得 比较 
详细 。 


一 、 原 核 生物 的 RNA RGM 


大 部 分 原核 生物 的 RNA 聚合 酶 的 结构 十 分 相似 ,但 蓝藻 菌 和 古 细菌 的 RNA CB 
比较 特别 。 在 真 杆菌 中 ,只 有 一 种 RNA RON, fR mRNA. tRNA 和 RNA 的 转录 。 细 
BIOS RNA 聚合 酶 的 大 小 约 为 b. Snm x 9. 5nm X 16 nm. 在 光合 酶 的 表 而 ,形成 一 条 约 
2.5 nm 宽 的 通道 ,或 称 为 淘 , 可 能 是 容纳 DNA 分 子 的 场所 。 大 肠 杆 菌 的 RNA RONE 
目前 了 解 最 详细 的 RNA 育 合 酶 。 在 一 个 大 肠 杆 菌 细胞 中 ,大 约 有 7000 RNA ÉE^N 
分 于 ,其 中 有 2000-5000 个 醇 分子 在 参与 RNA 的 合成 。 在 生长 旺盛 时 ,参与 RNA 合成 
的 分 子 较 多 。RNA 康 合 酶 合成 RNA 的 速度 在 3TC 为 约 40 PRERE, 


1. 大 肠 杆 菌 RNA Ke 


大 肠 杆菌 RNA RAN hF EEA R o5 RB a SE 4 BS (holoenzyme) ,分 子 量 约 为 
480 kDa. o XE SEL) BEES RC BA LT FH BERO ET HE ELA AEPL I 2-58 NAT 解 离 后 的 
部 分 称 为 核心 酶 (core enzyme) (ooBB')。 全 醇 可 以 起 始 RNA 的 合成 ,之 后 6 亚 基 从 全 酶 解 
离 下 来 。 全 酶 的 组 装 过 程 可 能 如 下 ;w+ B+ o, 
各 亚 基 的 功能 已 有 了 一 定 的 了 解 。 38 3: 488388 R Crilamycin) 26 28 MER SE 3E E 
(streptolydigin) 0 44 R 80 3c 24 3e 8H " 亚 基 可 能 具有 与 底 物 (NTP 及 新 生 RNA HEA 
" 135 * 


AEH. PARER TNS ER RNA 链 转移 至 RNA 氟 合 酶 的 结合 位 点 , 阻 断 新 生 RNA 
链 的 第 一 或 第 四 个 核 董 酸 的 添加 ,从 而 阻 断 转 亚 的 起 始 。 链 寡 洲 蓝 素 可 抑制 延伸 反应 。 
一 者 均 尾 通 过 与 B 亚 基 的 结 台 而 发 挥 作用 的 。 台 亚 基 可 能 与 模板 结合 。 肝 素 可 与 BERE 
Aem Hd e EB RIBUS BEARES DNA 的 结合 位 点 。 pA p ERRET RNA BE 
个 本 的 活性 中 心 ,其 一 级 结构 与 真 核 生 物 RNA ERES ROI SE Er [e] RS PES o 亚 基 可 能 参 
5j dx BR ZH Me ARMIN EB-PI dETA 噬菌体 感染 大 肠 奸 菌 时 ,a 亚 基 的 一 个 精 氨 酸 残 
基 被 ADP -核糖 基 化 ,从 而 降低 了 与 启动 子 的 亲人 合力。 另外 ,a 亚 基 还 参与 RNA RSE 
与 -: 些 调控 因子 赣 的 作用 。 核 心 酶 其 有 与 DNA 非特 异性 结合 的 能 力 , 称 为 松弛 型 结合 ， 
Afr RO 10! L/mol, ^F 83879 60 分 钟 ,这 种 结合 是 DNA 的 磷酸 基 团 与 蛋白 质 的 碱 性 
基 财 间 的 非特 异性 吸附 作用。 全 酶 与 DNA 的 非特 异性 结合 下 降 至 销 合 常数 为 107 
[/mol,^ EHE 1 秒 以 下 ,而 与 户 动 子 的 结合 能 力 大 大 提高 ,结合 常数 达 104L Anol, 半 
赛 期 长 达 儿 个 小 时 。 但 全 酶 与 不 同 启动 子 间 的 结合 力也 有 百倍 之 差 。o 亚 基 的 功能 是 使 
全 酶 识别 启动 子 并 与 之 结合 。 

在 大肠 杆菌 的 Ts 和 417 噬菌体 ,其 RNA 集合 酶 只 由 一 条 多 肽 链 组 成 ,分 子 量 小 于 
100 kDa, 37C Ef AA RNA 的 速度 为 约 200 MEER, EKIDITEA RNA E Red 
多 ,这 表明 RNA 的 合成 可 以 在 一 条 儿 肘 链 的 催化 下 完成 。 而 大 肠 杆菌 的 RNA RON 
即 有 多 个 亚 基 组 成 。 这 种 结构 的 复杂 性 决定 了 其 功能 的 复杂 性 。T4 和 T7 噬菌体 的 
RNA 聚合 酶 只 能 识别 哈 菌 体 DNA 的 少数 几 个 启动 子 , 而 大 肠 杆 菌 RNA EA BET EH 
别 1000 个 以 上 转录 单位 的 启动 子 。 有 些 转录 单位 可 被 直接 转录 ;有 些 需要 蛋白 质 辅助 因 
子 的 参与 。 部 分 辅助 因子 只 参与 一 种 转录 单位 的 转录 ; 另 -- 部 分 则 参与 多 种 转录 单位 的 
转录 。 有 时 , 哄 菌 体 还 可 改变 宿主 RNA 率 台 酶 的 亲 合力 ,使 其 不 能 识别 宿主 DNA 的 启 
动 子 ,而 识别 哄 菌 体 DNA MAT, M mie sie DER D GEL, 由 此 可 见 ,大 肠 杆 菌 RNA 
聚合 酶 多 亚 基 的 复杂 结构 主要 是 为 酶 提供 了 与 军种 因子 相互 作用 的 能 为 ,从 而 可 识别 多 
种 启动 子 ， 

在 转录 过 程 中 ,RNA 来 合 酶 需要 与 其 他 蛋白 质 畏 助 因子 共同 作用 ,才能 保证 转录 的 
顺利 进行 。 如 转录 终止 时 的 终止 国 子 和 抗 级 止 因子 。 6 亚 基 实际 也 可 被 看 作 -- 种 辅助 因 
子 , 内 是 习惯 上 将 其 看 成 RNA 聚合 酶 的 一 个 亚 基 ,因此 又 可 称 为 o 因子 (o factor)。 延 伸 
过 穆 中 同样 需要 蛋白 质 辅助 因子 的 参与 。 


2. 5 因子 


上 已 提 及 ,a 因子 在 RNA 聚合 酶 识别 启动 子 的 过 程 中 起 关键 作用 。 TEAMS B, 
RNA 聚合 聊 要 负责 所 有 其 因 的 转录 ,也 就 是 说 要 能 识别 所 有 转录 单位 的 启动 子 。 并 且 ， 
在 不 同 的 生长 时 期 ,基因 的 表达 是 不 同 的 。 因 此 ,RNA 衰 合 酶 在 识别 启动 子 时 必须 有 很 
强 的 灵活 性 。 这 种 灵活 性 不 可 能 体现 在 核心 酶 上 ,而 只 能 由 # 亚 基 来 承担 。 

在 很 长 一 段 时 间 内 ,人 们 一 直 认为 大 肠 杆 菌 只 有 一. 种。 因子 (om”)。 目 前 已 发 现 了 至 
少 4 种 因子 (天 5-1)e 因子 是 根据 其 分 子 量 命 名 的 。g2(oH) 和 O(n) 因 环 境 变化 而 激 
活 。 在 环境 温度 升 高 时 ,o 使 热 汝 (heat shock) 基 因 表 达 ; 在 氮 缺 乏 时 .as 使 利用 其 他 氮 
源 机 关 的 基因 表达 ， = 《da ) 负 责 基 办 的 表达 ,但 表 法 的 水 平 受 环境 因素 的 影响 。 
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5-1 大 肠 杆菌 的 = 因子 及 其 特性 


基因 分 子 最 Hi -35 区 PES: Dp: -19 F 
rpoD 70 kDa 普通 TTGATC 16—18 bp TATAAT 
rpoH 32 kDs PCR d CCCTTGAA 13-15 bp COCGATNT 
rpoE 24 kDa 热 激 不 详 不 详 TH 
FpoN 54 kDa ARE CTGGNA 6 bp TTGCA 
JEA 28 kDa FA CTAAA 15 bp GÜCGATAA 


TECH E CB. subtilis ) 的 RNA EG BERUB Ei K s FF B AB Fe] A8 £5 P (oo B3 5) , EB 10 
种 左右 的 = 因子 。 有 些 = DITAETET 5b EH An B LE 6 HL dL YE DEDE POR Me Hg IE EAE 
TOR S6 EOS ZETECUUS SERRE RS PTL REKNER R, POR 3 3L 3E 
成 期 基因 的 转录 。 正 常生 长 状态 下 ,其 # 因子 的 分 子 量 为 43 kDa, 写 做 o 归 或 路 。 它 所 识 
别 的 局 动 子 序 列 与 大 肠 杆 菌 的 oa" 相间 。 其 他 的 o 因子 在 细胞 中 的 含量 较 少 , 且 识别 的 启 
动 子 序列 也 有 所 不 同 。 随 着 新 的 基因 序列 的 发 现 , 可 能 会 发 现 新 的 o 因子。 

o 因子 是 通过 识别 启动 子 上 的 某 一 序列 来 控制 RNA 聚合 酶 与 启动 子 的 结合 的 。 在 
启动 子 的 结构 中 ,有 两 处 保守 序列 ,位 于 -35 区 和 一 10 区 。 在 每 一 组 启动 子 中 ,或 是 两 处 
保守 序列 均 有 所 差异 ,或 是 一 姓 保守 序列 有 所 不 局。 而 这 些 不 同 的 保守 序列 能 被 不 同 的 
4 因子 所 识别 。c 因子 可 以 直接 与 启动 子 -35 EX — 10 区 前 DNA 序列 相 结 合 , 但 还 不 清 
楚 一 条 小 肽 如何 结合 20 多 个 b 导致 其 失去 与 RNA 聚合 醇 结合 的 能 力 ,但 o 因子 的 突变 
可 恢复 RNA 聚合 酶 与 突变 启动 子 的 结合 。 经 类 似 的 研究 确定 ,大 肠 杆 菌 的 wo 有 4 个 保 
千 区 域 ,其 中 2 区 和 4 区 与 -35 区 和 -10 区 前 保守 序列 结合 ;2 区 的 一 部 分 能 与 单 链 
DNA 结合 ,可 能 与 解 链 有 关 ;361 至 390 氨基 酸 残 基 负 责 与 核心 酶 的 结合 ;N 端 区 域 去 除 
后 的 = 因子 能 特异 的 与 启动 子 结合 ,因而 其 功能 是 阻止 游离 的 5 因子 与 启动 力 子 的 结合 。 
其 他 序列 的 功能 还 不 十 分 清楚 。e 因子 的 二 级 结构 属于 a RE 

a SURE TUI DNA 的 特异 序列 是 一 种 常见 的 方式 。 在 GU 中 ,相隔 3 .4 个 氨基 酸 残 
基 远 的 氨基 可 残 基 位 于 螺旋 的 同一 面 ,与 相 邻 的 碱 基 相 互 作用 。 如 苏 氨 酸 和 精 氨 酸 , 分别 
与 一 10 区 保守 序列 的 头 两 个 硕 基 A( - 13 位 ) 和 T( - 12 位 ) 相 互 作用 。 

04 是 一 个 比较 特殊 的 因子 。 它 所 识别 的 启动 子 序列 和 其 他 的 o 因子 有 明显 的 区 别 ， 
一 个 保守 序列 位 于 一 10 区 , 另 一 个 位 于 - 20 区。 在 没有 核心 酶 的 情况 下 ,a 因子 就 能 与 
启动 子 结合 。 


3. c 因子 的 更 替 对 转录 起 始 的 调控 


在 大 肠 杆 菌 中 ,RNA 聚合 酶 转录 了 所 有 的 基因 ,其 因子 可 识别 多 种 肩 动 子 。 对 特 
异 启动 子 的 识别 需要 特异 辅助 因子 的 参与 。 在 细菌 受到 外 界 环境 的 急剧 影响 或 菠 孢 菌 生 
活 方式 改变 时 ,会 产生 e 因子 更 蔡 的 现象 。 

在 环境 温度 升 高 时 ,大 肠 杆 菌 会 产生 热 激 状 态 , 所 转录 的 基因 发 生变 化 。 在 多 种 生 
物 , 包 括 真 核 生物 和 原核 生物 均 有 这 种 现象 的 发 生 。 当 温 度 升 高 时 ,正常 状态 下 表达 的 基 
因 会 关闭 或 表达 水 平 下 降 ,而 热 激 基因 (heat shock gene} 表 达 。 这 些 蛋 白 能 提高 落体 对 高 
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刘 的 抵抗 能 力 , 其 中 有 些 电 白 质 属于 分 子 伴 代 (chaperonsys YEX EG FF BELT, rpoH 的 表达 
促 发 共 他 热 激 基因 的 表达 ,其 产物 为 o ,能 识别 热 激 基因 的 启动 子 。 当 温度 升 高 时 oU iE 
ABL] PLE DIRE Fer , 油 度 恢复 正常 时 , 吐 的 深度 下 降 。 温度 升 高 时 ,细胞 内 会 有 一 些 蛋白 
质 发 生变 性 ,从 而 为 oe 的 表达 提供 了 信和 号， 调控 执 激 蛋白 表述 的 男 -… 种 因子 为 E, 
BL] FE Fc o EI) EFE d A EDS S. ODE of 表达 的 温度 变化 比 引 起 o XE SLE FEET Bt 
剧烈 。 

ARRE ESSERE o 因子 的 更 赫 。 大 肠 杆 菌 细 胞 中 含有 少量 的 #5 因子 , 当 
铁 缺 乏 时 ,湾内 了 所 识别 的 基因 表达 ,可 利用 其 他 的 氮 源 。 天 狗 种 绸 菌 在 进化 过 程 中 均 保 
留 了 这 种 机 制 。 号 也 属于 这 类 因子 , 它 可 引起 与 化 学 趋向 性 和 和 鞠 毛 结构 有 关 基 因 的 表达 。 
枯草 杆菌 中 的 o9 与 大 肠 菌 中 的 虽 功 能 相同 ,与 葛 汽 和 运动 有 关 的 基因 表达 有 关 。 在 很 多 
细菌 中 ,者 有 这 类 o 因子 的 存在 。 

ERROTA o 因子 的 更 替 控 制 着 生活 方式 的 改变 。 枯 草 杆菌 共有 约 10 Ra 因子。 
其 中 有 些 出 现 于 正常 后 活期 ,有 些 出 现 于 噬菌体 感 棠 或 是 芽孢 中 。 HEFER RNA XX 
会 酶 具有 与 大 肠 杆 菌 相同 的 结构 ,正常 生活 期 的 RNA 聚合 酶 的 o ATY o" o^ 识别 与 
o" 相同 的 启动 子 保 守 序 列 。 还 有 其 他 种 类 的 o 因子 ,识别 不 同 的 启动 子 ,但 会 量 很 
少 。 

在 噬菌体 感 汪 时 ,细菌 会 改变 所 表达 的 基因 是 一 种 普遍 的 现象 。 这 是 因为 哈 菌 体 
RNA 聚合 酶 的 表达 或 是 吹 菌 体 编码 的 辅助 因子 对 细菌 RNA 聚合 酶 的 调控 作用 。 下 面 介 
绍 一 下 噬菌体 SPOT 感染 时 细菌 基因 表达 的 变化 ， 

SPOl 感染 后 基因 表达 的 改变 分 为 三 个 阶段 ,首先 是 早期 基因 的 表达 ,4 一 5 分 钟 后 中 
期 基因 表达 ,8~ 12 分 钟 后 晚期 基因 表达 。 早期 基因 具有 与 宿主 基因 相同 的 褒 动 子 ,可 由 
LEX EY ICTU EI 中 期 和 晚期 基因 的 表达 受 三 个 调控 基因 的 影响 ,分 别 为 
28.33 和 34。 早 期 基因 28 编码 一 种 o 因子 (gp28) ,与 核心 酶 组 成 全 酶 转录 中 期 基因 ;中 
期 基因 33 和 34 的 表达 产物 (gp33 和 gp34) 4&4 gp28, 表 达 晚 期 基因 ,形成 了 一 种 瀑布 调 
控 方 式 。gp28 基因 的 突变 使 中 期 基因 不 能 表达 , 它 的 分 子 量 为 26 kDa, 替 代 宿 主 的 o 因 
六 后 ,使 得 RNA 聚合 酶 不 能 转录 宿主 的 基因 ， 而 转录 中 期 基因 。 目 前 还 不 清楚 gp28 是 
如 何 代 兰 o? 89, SER 33 $134 的 突变 可 阻止 晚期 基因 的 表达 ,其 基因 产物 分 别 为 
13 kDa 和 24 kDa, 可 代替 gp28, 起 始 晚 期 基因 的 表达 。 

在 生 落 周期 的 转 执 过 程 也 是 通过 o 因子 的 更 替 完 成 的 。 在 对 数 生 长 期 以 后 ,由 于 营 
养 物质 的 缺乏 ,细菌 转向 芽孢 生长 期 。 DNA 完成 复制 ,基因 组 位 于 细胞 的 一 端 ,最 后 细胞 
由 坚实 的 孢 衣 包 围 , 由 原来 的 一 个 细菌 形成 - -个 芽孢 菌 和 一. 个 正 带 细菌 。 这 一 过 程 要 经 
历 约 8 小时。 由 正常 细菌 转变 为 芽孢 菌 , 菌 体 的 代谢 发 生 了 急剧 的 变化 ,有 些 基因 关闭 ， 
有 些 基因 开启 表达 ,但 大 部 分 基因 持续 表达 。 在 萍 苞 菌 中 , 约 有 40%% 的 特异 mRNA, 3E 
WRR RNA 育 合 酶 有 特异 的 AF. 

SpoOA 的 磷酸 化 是 芽孢 形成 过 程 的 开端 。 磷酸 基 财 经 过 几 次 传递 最 终 使 SpoOA Bt 
酸化 。 这 一 过 程 需要 几 种 基因 的 产物 。 SpoOA 是 一 个 转录 调控 因子 ,其 活性 受 磷酸 化 状 
TREH. ÆREN, TRE RNA EC BG 因子 为 o 6 of 的 基因 。 
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二 、 真 核 生物 的 RNA RAM 


在 真 核 生 物 细 胞 中 ,共有 三 类 RNA RAM, BU RNA PES B [II 和 [II, 分 别 负 责 三 
类 基因 的 转录 ( 表 5-2)。 分 类 的 依据 最 早 是 根据 它们 从 DEAE ZF ARR Hc EUER OK A 
先后 顺序 。 但 后 来 发 现 不 同 真 核 生物 的 三 种 RNA 聚合 酶 的 逛 赔 顺序 并 不 相 伺 ,于 是 采 
用 了 根据 对 纹 谊 莹 厂 Co-amanitine) 的 敏感 性 不 同 来 分 类 的 方法 。 它 们 在 细胞 核 中 的 定位 
不 同 , 对 笋 青 蔓 磊 的 敏感 性 有 差异 。 动 物 , 植 物 和 昆虫 的 RNA 聚合 酶 [ 最 不 敏感 , RNA 
RTE II 最 敏感 。 不 同 来 源 的 RNA RAM II 有 些 差异 ,动物 细胞 的 RNA RAN HI 
的 敏感 性 介 于 工种 AI 之 间 , 受 高 浓度 的 热 青 碍 碱 的 抑制 ;本 母 和 昆虫 的 RNA EARS III 
不 受 抑 制 。RNA 聚合 酶 的 抑制 剂 在 分 类 上 有 一 定 的 意义 。 


*5-2 RUE RNA RAM 


s 定位 转录 产物 相对 活性 TIRARE ME E RE 
RNA Poll B. tRNA 0% — 70% 不 敏感 
RNA Poll! TUR 核 RNA 2096 — 4096 敏感 
RNA PollII Ls tRNA 10% 不 同 种 类 的 敏感 性 不 同 


一 一 LÀ 


在 细胞 核 中 ,RNA 聚合 酶 T 位 于 核 仁 ,活性 所 占 比 例 最 大 ,负责 rRNA(5.8 S,18 S ft 
28 S) 的 转录 。 由 于 rRNA 占 总 RNA 的 比例 最 大 ,所 以 RNA 聚合 酶 工 负 责 了 大 部 分 细胞 
RNA 的 转录 。RNA RAA I 位 于 核 质 ,活性 所 占 比例 次 于 RNA RON IT, 主要 负责 不 
均一 核 RNA(heterogeneous nuclear RNA, hnRNA) Kl mRMA 前 体 的 转录 。RNA 聚合 酶 
IIL 也 位 于 核 质 ,活性 所 下 比例 最 小 ,负责 tRNA、5 SRNA Alu. 序列 和 其 他 小 RNA 的 转 
录 。 

真 核 生物 的 RNA 聚合 酶 的 分 子 量 均 很 大 ,为 500 kDa 或 更 大。 由 8 至 14 个 亚 基 组 
成 。 经 纯化 的 RNA 聚合 酶 具有 以 DNA 为 模板 合成 RNA 的 能 力 , 但 不 能 正确 的 选择 启 
动 子 。 目 前 尚 不 能 完成 RNA 案 合 酶 的 体外 重建 ,所 以 无 法 确定 哪些 亚 基 是 活性 所 必需 
的 ,哪些 是 活性 所 非 必 需 ,是 不 是 所 有 的 亚 基 者 是 活性 所 必需 的 。 目前 了 解 最 为 详细 的 是 
酿酒 醇 母 ,所 有 的 亚 基 均 已 找到 了 编码 的 基因 ,其 中 10-11 个 亚 基 是 活性 所 必需 
的 。 . 
RER RNA 聚合 酶 II 有 10 多 个 亚 基 组 成 ,其 中 最 大 的 三 个 亚 基 与 细菌 的 
RNA SEE NUR [ES PE ,并 可 能 由 此 三 个 亚 基 组 成 基本 的 催化 活性 。 其 中 的 两 个 亚 基 可 能 
其 有 催化 位 点 。 另 有 三 个 亚 基 是 RNA 聚合 酶 的 共同 亚 基 ,在 RNA RAR II 和 III 中 均 
存在 。 多 数 亚 基 是 单 拷贝 RNA RSN II 的 最 大 的 亚 基 ,有 一 个 C 末端 结构 域 (carboxy- 
terminal domain,CTD), 会 一 保守 序列 的 多 个 重复 ,保守 序列 为 Tyr-Ser-Pro- Thr-Ser-Pro- 
Ser, HOS CORE M Ek, REAT RNA 聚合 酶 II Po EESHA 26 个 这 样 的 重复 ,在 
趾 乳 动物 有 SOT. 重复 的 数目 对 于 酶 的 锋 性 十 分 重要 ,缺失 一 半 以 上 的 重复 属 致死 变 
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A. CTD 中 的 Ser 和 Thr 可 被 高 度 磅 酸化 , 磁 酸 化 的 RNA 聚合 酶 称 为 1I,  3ESERE (6E SK 
A ll- CTD 参与 了 转录 的 起 始 。 

线粒体 和 叶绿体 的 RNA 育 合 酶 活性 较 小 .与 细菌 的 RNA 聚合 酶 更 为 相似 。 其 功能 
也 较真 核 生物 的 RNA 聚合 酶 简单 ,只 需 转录 为 数 不 多 的 儿 个 特定 的 基因 ,而 不 筑 要 更 为 
复杂 的 功能 来 适应 环境 的 变化 。 


第 - 节 Ba J [5.7.1417] 


启动 子 (promoter) 是 指 DNA 分 子 上 被 RNA XE 合 酶 识别 并 结合 形成 起 始 转录 复合 物 
的 区 域 , 它 还 包括 --… 些 调节 蛋白 因子 的 结合 位 点 。 无 论 是 原核 生物 还 是 真 核 生物 ,启动 子 
是 控制 转录 起 始 的 序列 ,并 决定 着 某 一 基因 的 表达 剖 度 。 与 RNA 业 合 酶 亲和力 高 的 启 
动 子 ,其 起 始 频 率 和 效率 均 高 。 和 启动 子 的 DNA 序列 本 身 就 可 以 提供 特定 的 信和 号 ,而 转录 
区 域 的 DNA 序列 要 转变 成 RNA 或 蛋白 质 后 才能 体现 出 它 所 贮存 的 信息 。 原 核 生物 和 
真 核 牛 物 的 启动 子 的 结构 还 有 些 差异 。 


一 、 原 核 生物 的 启动 子 


应 用 RNA 聚合 酶 来 确定 可 与 之 结合 的 DNA 序列 ,对 用 于 对 启动 子 的 研究 。 在 启动 
子 中 ,应 该 含有 可 与 RNA 聚合 酶 结 台 的 序列 。 在 原核 生物 的 基因 组 中 ,能 提供 一 定 信息 
的 最 小 DNA 片段 为 12 bp, 即 能 被 RNA 梁 合 酶 识别 的 最 小 长 度 为 12 bp。 这 12 bp 的 长 
度 不 一 定 是 连续 排列 的 ,可 以 被 其 他 的 序列 隔 开 ,而 且 , 在 这 种 情况 下 ,这 些 间 隔 序 列 的 长 
度 本 身 就 可 以 提供 部 分 信息 。 因此 ,被 隔离 开 的 序列 长 度 之 和 可 以 小 于 12 bp, 就 能 被 
RNA RA Bii 9j] 

研究 启动 子 特性 的 方法 之 一 是 比较 不 同 启动 子 的 序列 ,从 中 发 现 一 些 同 源 性 比较 强 
的 部 分 ,又 称 保守 序列 。 间 源 性 强 的 序列 应 该 是 启动 子 的 功能 所 必需 的 。 通过 研究 发 现 ， 
保守 序列 并 不 是 在 任何 的 启动 子 中 均 是 相同 的 ,存在 闭 - 定 的 灵活 性 ,但 一 个 启动 子 与 保 
守 序 列 的 差别 不 应 赵 过 上 到 2 个 碱 基 ， 在 表示 保守 序列 时 ,同时 标明 该 位 置 保 守 碱 基 的 
出 现 频率 。 

现 已 比较 了 100 多 个 大 肠 杆菌 的 启动 子 , 在 与 RNA 聚合 戎 相互 作用 的 序列 中 ,几乎 
没有 发 现 60 bp 以 上 的 比较 保守 的 序列 . 多 数 结合 位 点 的 序列 没有 同 源 性 。 但 发 现 了 一 
些 短 的 保守 序列 ,并且 是 启动 子 的 功能 所 必需 的 。 这 种 短 的 保守 序列 也 是 真 核 生物 和 和 原 
核 生物 基因 组 中 调控 位 点 的 典型 特征 。 


1. 原核 生物 启动 子 的 结构 


在 原核 生物 的 启动 子 中 ,有 4 个 区 域 ,转录 起 始点 . _ 10 区 -35 区 、 -10 与 -35 之 
间 的 序列 。 
(1) 转录 起 始点 转录 起 始点 在 多 数 情况 ( >90%) 下 为 呵 叭 ,常见 的 序列 为 CAT， 
入 为 转录 起 始点 。 但 CAT 的 保守 程度 还 不 够 高 ， 因而 不 能 做 为 固定 的 转录 起 始点 序 
Fia 
. 160 * 


(2)-10 区 在 转录 起 始点 的 上 游 紧 接 着 一 6 bp 的 保守 序列 ,在 几乎 日 前 已 策 所 
有 的 启动 子 中 均 存 在 。 保 守 序 列 的 中 心 位 于 转录 起 始点 上 游 约 -~ 10 bp 处 ,在 不 同 启动 
子 中 有 所 差别 ,在 -18 bp 到 -9bpb 之 间 。 因 此 这 一 保守 序列 又 称 为 -10 序列。 其 一 致 
序列 为 TATAAT, 由 于 每 个 碱 基 的 出 更 频率 不 同 ,又 可 写 为 TanAosT45AboamTe。 数 字 表 
示 该 位 置 碱 基 在 昌 前 所 有 的 启动 子 中 出 现 的 频率 {%)。 大 写字 和 母 表示 频率 大 于 54%。 
小 写字 母 表 示 该 位置 的 碱 基 保 守 性 差 些 ,但 比 随 机 分 配 的 概率 要 高 。 如 果 访 位置 的 碱 基 
没有 保守 性 , 则 用 N 表示 。 前 两 位 的 AT 和 最 后 一 位 的 工 的 保守 性 最 强 , 预示 着 这 兄 个 
碱 基 在 与 RNA 聚合 酶 的 作用 上 可 能 有 十 分 重要 的 镍 用 。 

由 于 该 保守 序列 最 早 由 Pribnow 提出 ,所 以 又 称 为 Pribnow E, EE RNA E Bi ag 
牢 国 结合 位 点 ,又 称 结合 位 点 ,或 称 为 解 链 区 。 访 区域 富 含 AT 对 ,熔点 较 低 ,在 RNA XX 
傅 酶 的 诱导 下 易于 首先 炊 解 ,使 封闭 复合 物 转变 为 开放 复合 物 ,便于 转录 的 起 始 。 

(3)-35 E 在 转录 起 始点 上 游 -35 bp 处 ,有 另 一 个 保守 序列 , 称 为 -35 序列 。 
其 保守 序列 为 TTGACA, 由 于 每 个 碱 基 的 出 现 频 率 不 同 , 又 可 写 为 Tez TesGrsAcsCs4adsn 
该 保守 序列 又 称 Sextama HE. RNA I A BEBO o 因子 可 以 识别 该 位 点 ,所 以 称 作 识别 位 
点 。RNA 聚合 酶 先 识别 这 一 区 域 并 与 之 结合 ,然后 再 与 结合 位 点 相互 作用 。 该 区 域 是 局 
动 子 强 弱 的 决定 因素 。 

(4) 一 10 区 和 一 35 ELI] 95 3E -35 区 和 一 10 区 之 间 的 距离 在 90% 的 原核 生物 
局 动 子 为 16 到 18 bp。 少 数 情况 下 ,该 皮 离 可 少 至 15 bp, 多 至 20 bp。 该 区 域内 的 破 基 
序列 并 不 重要 ,但 碱 基 的 数目 即 该 距离 的 长 短 却 是 至 关 重 要 的 。 适 宜 的 距离 可 以 为 RNA 
聚合 酶 担 供 合适 的 空间 结构 ,便于 转录 的 起 始 。 

分 析 大 量 启 动 子 的 结构 得 出 ,典型 的 原核 生物 的 启动 子 的 结构 为 -35 区 .16~19 bp 
的 间隔 区 、 一 10 区 和 转录 起 始点 , - 10 区 到 转录 起 始点 的 距离 为 7 bpa 

并 不 是 所 有 的 启动 子 都 具有 典型 的 结构 。 有 些 自 动 子 缺少 其 中 的 某 一 结构 。 有 时 只 
有 RNA RA BE BGERRDI SB 动 子 结合 ,还 需要 其 他 的 辅助 因子 。 

细 外 ,转录 起 始点 左右 的 碱 基 也 可 影响 转录 的 起 始 。+1 宇 + 30 的 转录 区 可 影响 
RNA 聚合 酶 对 启动 子 的 清除 ,从 而 影响 启动 子 的 强度 。 


2. 启动 子 功 能 的 研究 方法 


研究 局 动 子 功能 的 主要 方法 是 启动 子 的 突变 。 使 启动 子 的 碱 基 序 鹿 发 生变 化 ,可 以 
改变 启动 子 的 强 弱 ,也 就 是 说 增强 或 威 弱 该 启动 子 所 控制 的 结 村 基因 的 转录 。 KERR 
变 是 使 启动 子 的 功能 减弱 或 消失 ,这 种 突变 称 为 下 降 突变 ;少数 突变 能 使 启动 子 的 功能 增 
强 , 称 为 上 升 突变 。 应 党 注意 ,下 降 或 上 升 是 突变 前 后 同一 启动 子 的 变化 情况 ,在 不 同 的 
罕 变 体 或 同一 窒 变 体 不 同 的 启动 子 中 ,情况 是 不 同 的 。 发 生 在 一 个 菌株 的 某 一 启动 子 的 
突变 ,不 一 定 发 生 在 另 一 -菌株 。 

目前 所 知 ,几乎 能 影响 启动 子 功能 的 所 有 点 突变 均 发 生 在 两 个 保守 区 域内 ( -10 区 
和 一 35 区 ), 极 少数 的 发 生 在 两 个 保守 区 域 上 游 的 几 个 碱 基 内 ,其 他 位 置 的 点 突变 几乎 不 
影响 启动 子 的 功能 。 此 外 ,在 两 个 保守 区 域 间 的 播 人 或 缺失 突变 改变 了 二 者 的 店 离 ,从 而 
BOE d al T SR 有 趣 的 是 ,使 两 个 保守 序列 更 加 趋 于 保守 或 使 两 保守 区 域 间 的 距离 
接近 于 17 bp 的 察 变 多 为 上 升 突变 ,使 保守 区 域 的 保守 人 性 下 降 或 两 保守 区 间 的 距离 偏离 
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17 bp 的 突变 多 为 下 隆 究 变 。 下 降 帘 变 多 发 生 于 保守 性 强 的 碱 基 。 但 也 有 些 例外 的 情况 
开 不 遵守 这 一 规律 ,说 明 保 守 区 内 碱 基 的 功能 并 不 十 分 确定 ,也 表明 我 们 并 不 能 十 分 准确 
的 从 启动 于 的 结构 来 防 测 其 功能 的 强 器 。 实 际 上 每 个 启动 子 的 结构 都 有 差异 ,即使 某 一 
碱 基 在 某 一 位 置 是 保 宁 的, 它 的 相 邻 碱 基 也 有 差异 。 在 另 一 种 情况 下 , 某 一 启动 子 某 一 位 
置 的 碱 葵 尽管 不 是 保守 碱 基 ,但 对 这 -和 雇 动 子 的 切 能 仍 有 重要 的 作用 。 如 将 这 一 碱 基 换 
到 另 一 个 启动 子 中 , 则 会 使 该 启动 子 失 去 功能 。 在 有 些 启动 子 中 , 某 些 保 守 位 置 上 并 不 会 
保守 的 碱 基 , 但 它们 仍 有 功能 。 

要 想 淮 确 测 定 启动 子 的 突变 效应 ,必须 在 体外 测定 RNA COE B 59 88 ^k DR RTI 
启动 子 的 亲 合力 。 不同 启动 子 与 RNA 聚合 粗 的 亲 合 力 有 很 大 的 差别 ,最 多 可 相差 100 
税 。 这 也 可 说 明 不 同 的 基因 在 细菌 体内 表达 的 强度 有 很 大 差异 。 通 过 上 述 分 析 , 我 们 可 
VA TE AE EAE ES DL ,看 其 是 改变 启动 子 与 RNA 聚 台 酶 的 亲和力 ,还 是 酶 可 以 与 启动 子 
结合 但 不 能 起 始 转录 ,或 是 其 些 辅助 因子 发 生 了 变化 。 

道 过 分 析 动 力学 常数 可 知 , - 35 区 的 下 降 突变 降低 了 封闭 复合 物 的 形成 率 ,但 不 影 
啊 向 开放 复合 物 的 转变 。- 10 区 的 下 降 突 变 不 影响 封闭 复合 物 的 形成 ,但 减缓 转变 为 开 
放 复 合 物 的 速度 。 该 结果 表明 , - 35 区 的 功能 是 提供 RNA 聚 台 酶 的 识别 信号, - 10 区 
是 使 封闭 复合 物 转变 为 开放 复合 物 。 

在 有 些 启 动 子 中 ,并 不 含 -10 区 和 -35 区 这 样 的 保守 序列 ,因而 不 能 被 RNA RA 
酶 所 识 如 ,必须 在 其 他 的 蛋白 辅助 因子 的 共同 作用 下 ,才能 完成 转录 的 起 始 。 有 关 这 方面 
的 情况 ,目前 了 解 的 还 不 十 分 详细 。 


3. RNA 聚合 酶 与 启动 子 的 结合 


研究 RNA 聚合 酶 与 局 动 子 间 的 相互 结合 ,是 揭示 转录 起 始 机 制 的 重要 手段 。 研 究 
RNA RARS DNA 和 间 的 识别 及 结合 常 采用 足迹 法 (footprinting)。 是 迹 法 的 基本 原理 是 
应 用 内 切 酶 部 分 水 解 DNA。 控 制 反 应 条 件 , 可 使 DNA 在 每 个 碱 某 均 有 机 会 被 切断 。 先 
将 大 分 子 DNA - -条 链 的 未 端 进 行 放射 性 标记 ,经 内 切 酶 部 分 酶 切 ,应 用 酸 胶 电泳 分 离 ， 
睛 进行 放射 自 显 影 。 小 的 片段 移动 较 快 , 走 在 证 胶 的 前 面 , 大 的 片段 移动 较 慢 , 走 在 后 面 。 
这 和 DNA 序列 测定 的 原 埋 相 同 。 如 果 先 使 DNA 5 RNA 聚合 酶 结合 , 再 用 内 切 酶 水 解 ， 
与 RNA RAMAR DNA 会 受到 保护 而 免 受 水 解 . 同时 将 未 结合 RNA R GMH 
DNA 作为 对 照 , 面 后 将 水 解 产物 进行 凝 腕 电泳 和 放射 自 显影 。 在 自 显 影 图 上 ,对 照 组 会 
出 现 连 续 的 条 带 ,而 实验 组 在 与 RNA 聚合 酶 结 台 的 区 域 会 区 条 带 出 现 。 和 对 照 组 相 比 
较 , 可 直接 阅读 出 这 一 区 域 的 DNA 序列 ,也 就 是 DNA 和 RNA 聚合 酶 结合 区 域 的 序列 。 
经 测定 ,RNA 聚合 酶 与 启动 子 结合 的 区 城 为 +20 至 - 50, 这 段 序列 包括 了 结合 及 起 始 所 
REFI. EKETE, DNA 的 两 条 链 受 RNA 聚合 酶 的 保护 程度 不 同 ,特别 是 在 结合 
位 点 的 边缘 。 说 明 RNA 聚合 酶 与 两 条 链 的 结合 荐 不 对 称 的 ,也 表明 转录 只 需 一 条 模板 
链 。 

A 一 种 研究 方法 是 采用 修饰 碱 基 的 方法 。 可 先 用 碱 基 修 饰 试剂 对 DNA 和 RNA X 
合 酶 的 复合 物 进 行 修饰 ,未 与 RNA RGN S DNA, 其 相应 的 碱 基 被 修饰 ,而 结合 音 
分 的 厂 基 盎 不 被 修饰 。 再 通过 上 述 方法 来 分 析 未 被 修饰 的 碱 基 , 即 为 与 RNA E A EOS 
合 的 部 位 。 或 是 先 将 DNA 修饰 ,然后 再 与 RNA 聚合 酶 结合 ,分析 那 些 不 能 与 RNA RS 
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醇 结 合 的 片段 。 这 些 分 析 方 法 可 以 确定 与 RNA 聚合 酶 紧密 结合 的 位 点 。 

经 上 述 分 析 , 大 多 数 与 RNA 聚 台 酶 紧密 结合 的 位 点 集中 在 贿 动 子 的 -35 区 至 -10 
区 之 间 。 在 这 一 区 域 , 碱 若 的 修饰 可 以 阻止 与 RNA 集合 酶 的 结合 。 与 经 突变 研究 所 确 
定 的 功能 区 域 相 比 ,RNA 集合 酶 的 紧密 结合 位 点 区 域 要 长 12 一 15 bp, 但 仍 集中 在 同一 区 
域 。 如 图 5 -1 所 示 。 


$ BuERNARE AM [RNA RO 个 降低 启动 了 
结合 的 修饰 护 的 履 饰 位 点 活性 的 突变 


图 5-1 'SRNAB C WERE dEig Be T Gr s 


值得 注意 的 是 ,在 不 同 的 启动 子 中 ,有 些 紧 密 接触 位 点 是 位 于 同一 个 位 置 上 ,而 该 位 
置 的 大 基 却 不 同 。 这 表明 RNA RANS DNA 的 结 台 存在 一 个 共同 的 机 制 ,而 且 对 结合 
位 点 的 碱 基 种 类 无 特殊 要 求 。 这 也 解释 了 为 什么 结合 位 点 和 引起 启动 子 功能 变化 的 突变 
位 点 并 不 统一 。 

应 用 修饰 碱 基 的 方法 还 可 确定 启动 子 中 处 子 熔 解 状态 的 部 分 ， LE QI VES 
饰 处 于 双 链 状态 的 磊 基 ,但 可 修饰 处 于 单 链 状态 的 碱 基 。 这 样 ,用 使 A R C PRE 
剂 很 容易 鉴别 出 -9 至 +3 外 于 单 链 状 态 。 

十 分 有 趣 的 是 ,在 - 10 区 上 游 的 所 有 紧密 结合 位 点 均 位 于 一 条 DNA 链 上 ,在 双 链 
DNA 中 ,这 些 紧密 结合 位 点 处 于 DNA 的 一 侧 。 这 可 使 RNA RARA DNA 的 一 个 侧面 
接近 并 识别 启动 子 并 与 之 结合 。 另外 ,大 部 分 的 紧密 结合 位 点 位 于 编码 链 上 ,少数 位 于 模 
板 链 上 , 且 都 处 于 - 10 区 的 下 游 。 可 能 是 DNA 双 链 培 解 后 ,使 RNA 聚合 酶 得 以 识别 模 
板 链 上 的 位 点 并 与 其 缚 全 。 

转录 的 起 始 需要 一 段 DNA 的 解 链 也 可 以 解释 另外 一 种 现象 , 即 RNA 聚合 酶 对 处 于 
AERE GU DNA 起 始 效 率 高 ,因为 处 于 超 螺 旋 的 DNA 解 链 所 需 的 自由 能 少 。 因 此 ,在 原 
核 生物 中 ,可 以 通过 控制 DNA. 的 超 螺 旋 状 态 来 调解 局 动 子 的 活性 ,如 DNA MESEBR(DNA 
gyTase) 能 增加 DNA 的 负 超 蛇 旋 :拓扑 异 构 酶 ICtopoisomerase 已 能 消除 负 直 螺旋。 抑制 或 
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经 突变 改变 这 两 种 酶 的 活性 可 影响 转录 。 其 机 制 尚未 完全 清楚, 细菌 中 存在 一 种 机 制 来 
使 DNA 的 超 螺旋 称 度 保持 在 一 定 的 范围 内 。 但 日 前 可 以 肯定 ,有 些 启 动 子 的 活性 受 超 
螺旋 状态 的 影响 ,多 数 情况 下 负 超 螺旋 有 助 于 转录 的 起 始 , 但 也 有 些 启 动 子 并 不 受 超 螺旋 
的 影响 。 造 成 这 种 差异 的 原因 可 能 是 有 些 启动 子 的 序列 易于 熔 解 ,对 超 螺 旋 的 依赖 性 差 
些 , 耐 有些 启动 子 序列 熔 解 难 一 些 , 必 须 惜 助 超 螺 旋 来 降低 自由 能 。 也 有 些 启动 子 的 活性 
随 赵 螺 旋 程 度 的 增加 而 减 小 ,目前 疝 不 能 解释 其 原因 。 在 转录 的 过 程 中 ,也 存在 抑 扑 学 的 
问题 。 


二 、 真 核 生物 的 启动 子 


真 核 生物 细胞 中 有 三 种 转录 方式 ,分 别 由 三 种 RNA RARO 和 II) 催化 ,因此 有 
三 种 局 动 子 。 根 据 启动 子 的 不 同 ,将 真 核 生物 的 基因 分 为 三 类 , 即 126, (1 类 和 111 类 基 
因 。 这 三 种 基因 分 别 由 三 种 启动 子 控制 ,它们 在 结构 上 各 有 特点 。 


1. RNA RAMI 的 启动 子 的 结构 


和 其 他 两 类 启动 子 相 比 ,RNA 聚合 酶 [的 启动 子 间 的 差异 最 小 。 因为 RNA REA B I 
只 转录 TRNA 一 种 基因 ,包括 5,8 S.18 S 和 28 S ERNA, RI rRNA 的 基因 (rDNA) 成 
雍 存 在 ,共同 转录 在 一 个 转录 产物 上 ,然后 经 加 工 成 为 一 种 RNA. 

RNA 聚合 酶 1 的 启动 子 主要 由 两 部 分 组 成 . 自前 了 解 较 清 楚 的 图 人 的 RNA ROM 
I 的 启动 子 。 在 转录 起 始 位 点 的 上 游 有 两 部 分 序列 。 核心 启动 子 (core promoter) fë F 
-4 特 到 +20 的 区 域内 ,这 有 自序 列 就 足以 使 转录 起 始 。 在 其 上 游 有 一 序列 ,从 - 180 至 
一 107, 称 为 上 游 调 控 元 件 (upstretamn control element, UCE), 如 以 大 大 的 提高 核心 启动 子 
的 转录 起 始 效 率 。 两 个 区 域内 的 碱 林 组 成 和 一 般 的 启动 子 结构 有 所 差异 EA G.C 
对 ,两 者 有 85% 的 同 源 性 。 


2. RNA REM 开 的 启动 子 的 结构 


RNA SEE BE TI 主要 负责 量 白 质 基因 和 部 分 核 小 RNA Gsmall nuclear RNA, snRNA) 
的 转录 ,其 启动 子 结构 最 为 复杂 。RNA 聚合 酶 开 单独 并 不 能 起 始 转录 ,必须 和 其 他 的 畏 
助 因子 共同 作用 形成 转录 起 冶 复合 物 后 才能 起 始 转录 。RNA KARE 是 的 启动 子 位 于 转 
录 起 始点 的 上 游 ,由 多 个 短 序列 元 件 组 荆 。 该 类 启动 子 属 子 通 用 型 启动 子 , 即 在 各 种 组 织 
中 均 可 被 RNA 聚合 酶 TL 所 识别 ,没有 组 织 特异 性 。 通 过 对 月 珠 重 白 基因 转录 起 始点 上 
说 的 100 个 碱 基 进 行 奉 代 试 验 发 现 ,在 HeLa 细胞 中 ,大 多 数 的 突变 并 不 影响 启动 子 起 始 
转录 的 能 力 。 其 中 有 三 个 下 降 突 变 , 发 生 在 三 个 短 序列 元 件 上 ,远离 转录 起 始点 的 短 序列 
元 件 突变 对 转录 起 始 的 影响 比 接近 起 始点 的 短 序列 元 件 要 大 。 只 发 现 了 -- 例 上 升 突变 。 

经 过 比较 多 种 启动 子 ,发 现 RNA SB [I 的 启动 子 有 一 些 共同 的 特点 ,在 转录 起 始 
感 的 上 游 有 三 个 保守 序列 ,又 称 为 元 件 (elemermt)。 

CHTS (cap site) 帽子 位 点 义 称 转录 起 始 位 点 ,其 碱 基 大 多 为 &a( 指 非 模板 
$E) ,这 与 原核 生物 相似 。 

(2)TATA 框 {TATA box) TATA TÉ fF. ~ 30 处 ,又 称 Hogness 框 或 Golderg- 
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Hogness 棋 。 一 致 序列 为 TATAA(T)AAI(T) 经 突变 试验 分 析 , 它 是 三 个 元 件 中 转录 起 始 
ARRE -To BRAH TATA 框 的 突变 不 影响 转录 的 起 始 ,但 可 改变 转录 起 始 位 
点 。 这 说 明 TATA 框 具有 定位 转录 起 始点 的 功能 。 将 TATA 框 反 向 排列 ,也 可 降低 转录 
的 效率 。TATA 框 周围 为 富 含 GC 对 的 序列 ,可 能 对 启动 子 的 功能 有 重要 影响 。 它 和 原 
核 生 物 的 启动 子 有 些 相 似 。TATA 框 具 有 选择 起 始点 的 功能 。 在 有 些 启动 子 中 缺少 
TATA 框 。 

(3)CAAT 框 (CAAT box) CAAT 框 位 于 转录 起 始点 上 游 的 一 75 bp 处 ,一 致 序列 
为 GGC(T)CAATCT, 因 其 保守 序列 为 CAAT 而 得 各 。 虽 名 为 CAAT 和 框 , 头 两 个 G 的 作 
用 却 十 分 重要 。 它 是 最 先 被 人 们 发 现 的 转录 起 始 元 件 。 昌 名 为 CAAT 框 一 般 位 于 
-80 bp 左右 ,但 离 转录 起 始 位 点 距离 的 长 得 对 其 作用 影响 不 大 ,并 且 正 反方 向 排 姑 均 能 
超 作 用 。CAAT 框 内 的 突变 对 转录 起 始 的 影响 很 大 ,说 明 它 决定 了 启动 子 起 始 转 录 的 效 
率 及 频率 。 对 子 启动 子 的 特异 性 ,CAAT 框 并 无 直接 的 作用 ,但 它 的 存在 可 增强 启动 子 的 
强度 。 

(4)GCAE(GC box) ”GC 框 位 于 一 90 bp 附近 ,核心 序列 为 GGGCGG, 一 个 启动 子 
中 可 以 有 多 个 撕 贝 ,并 且 可 以 正 反 两 个 方向 排列 。GC 框 也 是 启动 子 中 相对 常见 的 成 分 。 

另外 ,在 有 些 启 动 子 中 还 发 现 了 其 他 的 元 件 ， JA R EX PRTI Coctamer element, 
OCT element) ,一 致 序列 为 ATTTGCAT ; «B 元 件 ,一 致 序列 为 GGGACTTTCC; ATF 元 
件 ,一 致 序列 为 GTGACGT, 在 转录 起 始点 下 游 也 有 一 些 与 启动 子 功能 有 关 的 元 件 。 各 
元 件 间 的 距离 对 启动 子 的 功能 没有 太 大 影响 ,不同 启动 子 中 各 充 件 的 距离 差异 很 大 。 但 
如 果 距 离 太 近 { 小 于 10 bp) 或 太 远 (大 于 30 bp) ,就 会 影响 启动 子 的 功能 。 

上 面 讲 述 了 组 成 启动 子 的 基本 元 件 。 在 不 同 的 启动 子 中 ,这 些 元 件 的 组 合 情 况 是 不 
同 的 。 在 这 些 启 动 子 中 ,共有 4 种 元 件 ,分 别 为 八 凤 核 背 酸 元 件 .CAAT HGC 框 和 
TATA 框 。 这 些 元 件 在 三 种 启动 子 中 的 数目 \ 位 置 和 排列 方向 均 有 差异 ,没有 一 个 元 件 在 
三 个 启动 子 中 都 存在 。 在 SV40 的 早期 启动 于 中 ,含有 6 个 GC 框 ;在 胸腺 喀 啶 激酶 的 启 
动 子 中 ,有 1 个 八 票 体 元件 2 个 GC 框 ,1 个 CAAT 框 和 1 工 个 TATA 框 ;在 H2B 的 启动 子 
中 ,含有 2 个 八 聚 体 元 件 .2 个 CAAT 框 及 1 个 TATA 杠 。GC 框 和 CAAT 框 在 启动 子 中 
的 排列 正 反 方向 均 有 ,但 启动 子 仍然 能 只 在 一 个 方向 (下 游 方向 ) 上 起 始 转录 。 在 启动 子 
中 ,每 种 元 件 与 转录 起 始点 的 下 离 不 同 。 将 BB- 珠 蛋白 和 胸腺 喀 啶 激酶 启动 子 的 相应 元 件 
互相 交换 ,形成 的 杂交 启动 子 的 功能 没有 变化 ， 各 种 元 件 将 相应 的 蛋白 因子 结合 到 启动 
于 上 ,而 这 些 址 向 因子 共同 组 合成 起 始 复 合 物 。 午 白 因子 间 的 相互 作用 决定 了 转录 的 起 
始 。 

上 已 提 及 ,在 有 些 启动 子 的 结构 中 并 不 含有 TATA E, 在 这 种 启动 子 中 ,也 有 一 些 
启动 子 功能 必 希 的 元 件 。 在 转录 起 始点 周转 ;尽管 碱 基 的 保守 性 较 差 ,但 也 可 发 现 CA 的 
ERRER CARLA REDE RE 3E (LES. 经 计算 机 分 析 上 百 个 启动 子 的 序列 ,发 现 +3 
位 的 工 比 较 保守 。 经 过 对 80 OR &. TATA TE IUS 动 子 进行 突变 实验 ,得 到 一 个 比较 保 
守 的 序列 PyPyA + 1nt/APyPy。 进一步 研究 证 实 ,这 一 保守 序列 是 启动 子 必 需 的 ,可 能 在 
不 同 组 织 中 被 一 种 蛋白 因子 所 识别 。 在 上 述 保守 序列 中 ,+1 位 的 A、+3 位 的 ARTH 
-1ER SEE t, HAE CANT 是 不 够 的 ,还 必须 有 几 个 喀 院 碱 基 。 在 保 
守 序 询 中 ,不 要 求 4 个 路 啶 臧 基 均 存 在 启 动 子 才 有 活性 ,只 是 4 个 喀 啶 碱 基 都 存在 时 能 增 
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强 启 动 子 的 活性 ， 令 人 不 解 的 基 , 这 样 一 个 序列 如 何 保证 上 功能 的 发 挥 。 在 基因 组 中 ,会 
有 很 多 类 似 的 结构 。 译 于 哪些 能 作为 起 始 信 号 ,可 能 与 它们 所 外 的 位 置 有 闫 ,中 郧 有 处 于 
肉 动 子 特定 的 上 下 文 序列 中 才能 发 挥 作用 。 

这 里 有 必要 介绍 一 下 起 始 子 finitiator Inf)。 起 始 子 首 次 由 Grosschdl 和 Birmstiel 提 
iE, ATIE HEH H2A 基因 中 -包括 转录 起 始点 在 内 的 60 bp 长 的 DNA H Bt, , 缺 
失 这 “片段 时 ,启动 子 能 正常 起 始 转录 , 们 强度 下 降 了 4 倍 。 在 含 或 不 售 TATA 框 的 启 
动 子 中 , 均 有 起 始 子 发 现 。 上 面 所 讲述 的 ,实际 上 足 起 始 了 的 - 些 特点 。 

ERA S TATA 框 的 启动 子 中 , 转 汪 起 始 位 点 的 下 游 也 有 -- 些 元 件 , 对 转录 的 起 始 非 
常 重要 。 实 验证 明 在 AdML 的 启动 子 中 , +7 至 +33 这 段 片段 是 启动 子 活性 所 必需 的 ， 
TFIID 可 保护 其 免 受 DNasel 的 降解 , 赔 明 可 与 之 结合 。 另 外 ,还 发 现 帽 子 结合 蛋白 (cap 
binding protein, CBP) n] 5j + 10 左右 的 区 域 结 合 ;TFII -[ 和 和 USF 可 与 +4 ETERRA 
fr. ERE TaT 启动 子 中 ,缺失 + 33 至 +58 可 使 启动 子 完 侈 失去 活性 。 在 果 蝇 基因 的 
^it TATA 框 启动 子 的 下 游 ,发 现 了 一 保守 序列 AA3GAATCGTG, 称 为 下 游 启 动 子 元 件 
(downstream promoter element,DPE) ,可 与 高 度 纯化 TFIID 结合 。 并 用.DPE HFS Inr 
BUR & TATA 框 的 启动 子 的 活性 十 分 重要 ,但 对 含 TATA HERES ST ERI. 

现 已 发 现 , RNA 聚合 酶 TI PUNIRE E S RU TATA 框 :有 的 只 有 Inr; 41 865 — 35 HJ 
有 ;有 的 .者 均 没 有 。 各 种 启动 子 具体 的 结构 与 功能 还 有 待 于 进 -- 步 的 研究 。 


3. RNA BEA Bg [I 的 启动 子 的 结构 


RNA RAA DI 转录 5 S rRNA ,tRNA 和 部 分 snRNA EIE ER. 这 三 种 基因 的 启动 
子 的 结构 是 不 同 的 。 因 此 ,RNA ACE BR LU 要 起 典 别 不 同 的 启动 子 ,必须 和 其 他 的 辅助 因 
子 共同 作用 。RNA RAW IIL 的 启动 子 可 分 为 两 类 ,识别 方式 不 同 ，5 rRNA 和 tRNA 
基因 的 启动 于 位 于 转录 起 始点 的 下 游 , 称 为 内 部 启动 子 (internal Promoter)。snRNA 基因 
的 启动 子 位 于 转录 起 始点 的 上 游 ,和 上 其 他 基因 的 启动 了 比较 相似 。 启动 子 合 有 可 被 辅助 
因子 识别 的 特殊 序列 ,只 有 枉 助 因子 与 相应 的 序列 缚 人 台 后 ,RNA 聚合 酶 才能 与 启动 子 结 
合 , 从 而 起 始 转 录 。 

内 部 启动 子 最 先 发 现 于 非洲 爪 丹 的 5 S rRNA RH, 开始 大 们 试图 在 转录 起 始点 的 
IUE BET ,但 都 没 能 实现 。 在 缺失 试验 中 ,即使 将 转录 起 始点 的 所 有 上 游 序列 都 铅 
失 ,转录 仍 能 起 始 。 因此 便 开 始 转录 起 始点 下 游 序列 的 献 失 试验 ,在 + 55 bp 以 前 ,转录 
仍 能 起 始 ,只 不 过 合成 的 RNA 比 正常 的 5 S rRNA Ks, NR S55 bp 以 后 ,转录 便 
不 能 起 始 。 用 相同 的 方法 从 SS rRNA 基因 的 另 — ux gx 
* 80 bp 时 ,转录 不 能 起 始 。 这 说 明 +55 bp 至 +80 bp 这 段 序 列 与 转录 起 始 有 关 , 即 5S 
rRNA 基因 的 启动 子 位 于 基因 内 部 的 + 55 bp 至 + 80 bp, 该 启 动 子 可 使 RNA NA RS [JJ 
TER. E EIS 55 bp 处 起 始 转录 。 野生 型 的 转录 起 始 位 点 是 十 分 辐 定 的 , 当 该 起 始点 缺 炎 
时 ,会 选择 离 55 bp 最 近 的 味 吟 碱 基 作为 转录 起 始点 。 

进一步 研究 确定 ,内 部 启动 子 可 分 为 两 类 ,每 类 启动 子 均 含有 两 个 短 序 列 元 件 。 两 个 
短 序 列 元 件 间 由 其 他 序列 故 开 。 第 一 类 内 部 启动 子 含 A TE (box AJAI C Elor C) ;第 
RAMASSE AHEM B f£ (box B), Pi TRAE DX BUS] V RAEES, 35 — 2I DRE 
动 子 的 A 框 与 8 框 向 的 疗 隔 序 烈 长 短 差 异 很 大 ,但 如 果 间 曲 序 列 过 短 , 会 影响 启动 子 的 
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功能 。 转 录 起 始点 也 可 影响 转录 起 始 的 效率 , 紧 接 转录 起 始点 的 上 游 序 列 的 突变 会 影响 
转录 的 起 始 。 因 此 可 以 推断 ,内 部 启动 子 起 被 RNA XE Bg III 识别 的 作用 ,转录 起 始点 
附近 的 序列 控制 转录 起 始 的 效率 。 原 核 生 物 的 tRNA 基因 的 启动 子 也 由 态 框 和 BB 框 组 
成 ,但 位 于 转录 起 始点 的 上 游 ,不 属于 内 部 启动 子 。 

RNA Afr NS IH 的 第 三 类 启动 子 位 于 转录 起 始点 的 上 游 , 含 三 个 短 序列 元 件 , 分 别 为 
TATA 1E ,Xrim FF 9076 fF (proximal sequence element,PSE)? 和 人 襄 核 苷 酸 元 件 。 有 一 部 分 
snRNA 的 基因 由 RNA SERI II 转录 ,它们 的 启动 子 也 有 相似 的 结构 ,三 个 元 件 也 有 相 
亿 的 功能 。TATA 框 决定 着 启动 子 与 两 种 RNA 察 合 酶 的 作用 。RNA 聚 台 橱 内 需要 转录 
起 始点 加 上 一 段 合 TATA 徐 的 短 序列 就 能 起 始 转 录 , 但 PSE 和 OCT 元 件 能 大 大 提高 其 
转录 效率 。PSE 对 RNA RAM II 的 启动 子 来 说 是 必需 的 ,对 RNA RAR 111 的 启动 子 
只 起 刺激 作用 。 

RNA RAA IH 的 启动 子 结构 如 图 5- 2 所 示 。 


其 5-2 RNABXGBIU isa Tisi 


4. 研究 真 核 生物 启动 子 结构 与 功能 的 方法 


醋 究 启动 子 结构 与 功能 的 方法 主要 有 缺失 点 突变 和 足迹 法 。 在 分 析 得 到 了 启动 子 
的 功能 序列 后 ,还 要 弄 清 与 之 结合 的 蛋白 质 及 两 者 间 的 相互 作用 。 在 研究 真 核 生 物 启动 
子 的 结构 与 功能 时 , 常 采 用 下 列 方法 。 

(1) P È & S (oocyte system) 该 方法 是 将 DNA E EE Sf ALIUS (X. laevis) Bl 
细胞 的 细胞 核 ,分 析 和 观察 RNA 的 转录 情况 。 该 方法 的 局 限 性 在 于 试验 条 人 忻 受 卵细胞 
内 茶 件 的 限制 。 可 以 用 来 分 析 DNA 片段 的 特性 ,不 能 用 于 分 析 蛋 白质 因子 与 DNA 间 的 
结合 。 

(2) HÀ f S (transfection system) 将 外 源 DNA 导 人 转 染 的 细胞 并 使 之 表达 。 * 
X5 HET S BERE SRI (transient expression) 和 整合 表达 (integrant expression)。 由 于 转录 是 
在 细胞 内 完成 的 ,可 以 看 成 是 一 种 体内 试验 系统 。 但 外 源 基 因 又 不 是 细胞 所 固有 的 ,和 细 
胞 固有 基因 的 表达 尚 有 差别 。 使 用 多 种 宿主 细胞 ,可 提高 该 系统 的 应 用 价值 。 

(3) 转 基因 系统 (transgenic system) 转基因 系统 将 外 源 基 轿 整合 入 动物 的 生殖 细 
驰 , 使 外 源 基 因 在 部 分 或 全 部 组 织 中 表达 。 该 系统 和 转 梁 系统 有 一 些 相同 的 局 限 性 , 即 外 
源 基 因 常 以 多 拷贝 存在 ,整合 的 位 置 也 和 内 源 性 基因 不 同 。 

(4) 体 外 转录 系统 [im vitro system) 体外 转录 系统 是 一 种 经 典 的 方法 。 它 应 用 体 
外 转录 的 方法 ,结合 缺失 突变 和 点 灾变 ,来 第 选 哪 些 序列 是 启动 子 的 功能 所 必需 的 S 
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序列 对 启动 子 的 坊 能 有 影响 ,以 及 哪些 辅助 因子 对 启动 子 或 启动 子 中 的 某 一 片段 有 和 何 种 
人 主要 方法 嘴 用 缺失 试验 来 确定 启 
动 子 的 上: 游 边界 , 即 当 续 失 影响 转录 始 时 ,说 明 该 处 就 是 启动 子 的 上 游 边界 ; 用 缺失 试验 
结合 重组 试验 来 确定 下 游 边界 。 确 定 了 启动 子 的 位 置 后 ,可 采用 点 突变 来 研究 每 个 碱 基 
在 启动 子 中 所 起 的 作用 。 

侠 究 集 犁 质 辅助 因子 与 DNA( 启 动 子 ) 的 相互 作用 可 采用 DNase .足迹 法 EE LO 
法 (band shift) 和 硫酸 二 甲 酯 方法 等 . 


第 三 节 终 gp TUS 


企 园 录 的 过 程 中 ,提供 转录 终止 信号 的 序列 称 为 终止 子 (terminaror)。 泡 论 是 原核 生 
物 还 是 真 核 生物 ,通过 控制 转录 的 终止 来 对 转录 进行 凋 控 ,也 是 基因 表达 调控 的 重要 手 
自 。 日 前 ,对 原核 生物 的 终止 子 结 构 了 解 较 多 ， 


o 


一 、 原 核 生物 的 终止 子 


通过 比较 原核 生物 不 同 的 终止 子 的 序列 ,发现 同 源 性 很 差 。 真正 起 终止 作用 的 不 是 
DNA 序列 本 身 , 而 是 转录 生成 的 RNA。 在 这 一 点 上 ,终止 子 和 启动 子 不同 , 启 动 子 由 
DNA 序列 来 提供 全 号。 在 大 肠 杆 菌 中 ,有 丙种 类 再 的 终止 子 , 一 类 为 内 在 终止 子 fintrin_ 
sic terminator) ,在 体外 实验 中 ,只 有 核心 酶 和 终止 于 就 足以 使 转录 终止 ,不 依赖 其 他 辅助 
内 子 ; 另 -类 终止 子 必须 在 6p 因子 (p factor}) 的 存在 下 核心 酶 才能 终止 转录 ,因此 称 为 依赖 
e 因子 的 终止 子 (p-dependent terminator), 88 一 类 终止 子 又 称 为 不 依赖 o 因子 的 终止 子 。 
二 种 类 型 的 终止 子 在 结构 上 有 一 定 的 差异 。 

如 图 5-3 所 示 , 不 依赖 o 因子 的 给 止 子 在 结构 上 有 两 个 特征 ,是 形成 一 个 发 夹 结 
构 (hairpin) ,二 是 发 夹 结构 末端 紧 跟 着 6 个 连续 的 UU F. 不同 终止 子 的 发 来 结构 长 度 有 
差异 ,在 7 一 20 bp 之 间 , 由 -- 反 向 重复 序列 构成 茶 , 中 间 的 间 陋 形成 环 。 fr3EDS Ks RES — 
HA GC 对 的 区 域 。 发 玉 结 枸 中 的 突变 可 盟 止 转录 的 终止 ,说 明 发 夹 结构 的 重要 作用 。 
经 研究 确定 ,新 生 RNA 链 的 发 殉 结 构 可 使 RNA 聚合 酶 俊 化 的 聚合 反应 暂停 ,暂停 的 时 
间 不 同 终止 子 有 所 差异 ,但 典型 的 终止 子 暂停 时 间 为 的 秘 左 右 。 转 录 的 终于 并 不 各 依赖 
于 发 类 结构 ,新 生 的 RNA 中 可 有 和 多 处 发 夹 结构 ，RNA 聚合 酶 的 暂停 以 是 为 转录 的 终止 
提供 了 机 会 ,如 果 没 有 终止 子 序列 ,聚合 酶 可 以 继续 转录 ,而 不 发 生 转 录 的 终止 。 6 it 
续 的 口 串 可 能 为 RNA 窜 合 酶 与 模板 的 解 离 提供 信和 号 。 RNA-DNA 间 的 rUdA 结合 力 较 
58, AAF RNA 和 DNA HRE., WR U 里 缺失 或 缩短 ,尽管 RNA 聚合 酶 可 以 发 生 暂 
停 ,但 不 能 使 转录 终止 。 DNA 上 与 U BHATE AT 对 的 区 域 ,这 说 明 AT ASK 
在 转录 的 终止 和 起 始 中 均 起 重要 的 作用 。 

在 依赖 p 因子 的 终止 子 中 ,发 顽 结构 的 序列 和 U 捉 的 长 度 都 影响 终止 子 的 功能 。 但 
在 体外 实验 中 ,终止 子 的 终 止 效 率 变 化 很 大 (2% 一 和 0%), 没 能 发 现 终止 效率 与 终止 子 结 
构 之 间 有 什么 相关 性 。 加 此 可 以 青 定 还 有 一 些 尚未 发 现 的 因素 在 影响 着 终止 子 与 RNA 
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图 5-3 不 依赖 p 因子 的 终止 子 的 结构 


X NE DR IER. 

在 体外 实验 中 ,人 们 发 现 尽管 有 终止 子 存在 ,RNA 聚合 酶 只 在 终止 子 处 暂停 ,但 转录 
并 不 终止 。 向 该 反应 系统 中 加 大 p 因 子 , 则 可 使 转录 在 特定 的 位 点 终止 ,产生 有 独特 K 
端的 RNA 分 子 。 这 种 终止 称 为 依赖 o 因子 的 转录 终止 。 在 大 肠 杆 菌 的 基因 组 中 ,依赖 p 
困 子 的 终止 子 相 对 较 少 ,在 噬菌体 基因 组 中 较 案 。 经 缺失 实验 表明 ,p 因子 可 识别 终止 位 
点 土 游 50 一 90 bp 的 区 域 。 分 析 这 段 序列 的 RNA 发 现 ,C 的 含量 多 ,G 的 含量 少 。C 的 
含量 为 41% ,而 G 85 & EDU 14%, IER ^E E CUU 中 的 某 一 个 位 置 。 另 外 ,依赖 p 因 
子 的 终止 子 虽 有 发 夹 结 构 ,但 GCS RR, HiP UR, 

AK o 因子 的 终 正 子 终 正 位 点 的 上 六 序列 如 下 ， 

AUCGCUACCUCAUAUCCGCACCUCCUCAAACGCUACCUCGACCAGAAAGGCG 
UCUCUU 


二 、 真 核 生 物 的 终止 子 


和 原核 生物 相 比 ,对 真 核 生 物 终止 子 结构 的 了 解 较 少 。 不 辐 的 RNA RANAR 
KIEF. RNA RAW IA 有 类 似 于 原核 生物 的 终止 元 件 ,RNA S6 ETT RON OE 
航 的 终止 元 件 目前 还 不 十 分 清楚 。RNA 聚合 酶 工 的 终止 子 序列 为 18 bp, 可 被 辅助 因子 
VUE RNA 聚合 酶 II 的 终止 子 类 似 原核 生物 ,也 具有 发 夹 铺 构 和 U 站, 发 夹 结构 中 有 
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-BEB GC 对 的 序列 。 另 外 ,还 发 现 一 段 旋转 对 称 结构 ,但 并 不 是 转录 终止 所 必需 。 突 
变 分 析 还 明 U 串 以 外 的 其 他 序列 也 不 影响 转录 的 终止 。U 吊 为 4 个 ,转录 常 在 第 二 个 UU 
处 终止 ,也 有 的 在 第 三 或 第 四 个 U 处 终止 。 


第 四 节 ”转录 的 机 制 21~33] 


转录 是 由 DNA 指导 的 RNA 合成 的 过 程 ,可 分 为 起 始 , 延 伸 和 终止 三 个 结 段 。 其 中 ， 
起 始 和 延伸 的 机 制 比较 复杂 ,因为 对 转录 的 调控 都 是 通过 控制 转录 的 起 始 或 终止 。 也 有 
人 将 转 况 分 为 4 个 阶段 , 即 模 板 识 别 .转录 起 始 ,延伸 和 终止 。 


一 、 转 录 的 起 始 


转录 的 起 始 是 RNA 聚合 酶 识别 启动 子 并 与 之 结合 从 而 启动 RNA 合成 的 过 程 。 这 
过程 十 分 复杂 ,特别 是 真 核 生物 ,需要 多 种 辅助 因子 参与 。 原 核 生 物 和 真 核 生 物 在 转录 
起 始 的 过 程 中 有 相似 也 有 不 同 。 


1. 原核 生物 转录 的 起 始 


原核 生物 的 RNA REGIS TP BU a 因子 起 着 识别 启动 子 的 必用。 事实 上 ,在 菌 体 细胞 
中 ,只 有 很 少 的 RNA 聚合 酶 分 子 (核心 酶 ) 呈 游离 状态 ,大 部 分 与 DNA 4T SUE, 
这 种 结合 为 松弛 型 结合 ,形成 松弛 型 复合 物 ,并 且 核 心 酶 对 启动 子 无 特殊 的 亲 合 力 。 HPg 
因子 与 核心 酶 结合 形成 全 酶 后 ,对 局 动 子 的 亲 合力 大 大 提高 ,形成 紧密 型 复合 物 。 E yu 
不 同 启动 子 的 亲 合力 是 有 差别 的 ,最 大 相差 可 达 100 俏 左 右 , 这 也 决定 了 启动 子 起 始 转 录 
的 效率 。 全 酶 要 在 很 长 的 基因 组 中 (大 肠 杆 菌 的 基因 组 长 为 4.2x 105 bp) 寻 找到 约 60 bp 
的 启动 子 是 一 个 复杂 的 过 程 . 昌 前 有 三 称 模 式 。 第 一 种 模式 (随机 扩散 神 式 ) 认 为 全 酶 与 
DNA 呈 松 弛 型 结合 时 ,结合 和 解 离 的 速度 很 快 ,这 种 不 断 地 结合 与 解 离 一 直 持续 到 全 栈 
寻找 到 启动 子 并 与 之 发 生 紧密 型 结 台 。 在 这 种 模式 中 ,RNA AC BM fe bras 
一 个 结合 位 点 必须 先 从 第 -- 个 位 点 解 离 ,再 与 第 二 个 位 点 结合 。 因 此 ,RNA 聚合 酶 移动 
的 速率 取决 于 其 扩散 速率 。 理 论 上 推算 RNA 聚合 酶 与 60 bpDNA KRN 的 速率 常数 的 
最 大 值 应 小 于 1081..mol"1.s-1, 但 体外 测 得 的 值 为 108L.maol-1.s t, 如 果 这 一 数值 适用 
于 体内 ,随机 扩散 所 需 的 时 间 太 长 ,不 能 解释 RNA 素 合 酶 与 启动 子 结 合 的 真正 方式 。 所 
以 必然 存在 另外 的 途径 。 如 果 假 设 RNA 聚合 酶 与 基因 组 DNA 结合 后 不 再 发 生 解 离 ,可 
以 解决 上 述 巴 盾 。 第 二 种 模式 认为 RNA 聚合 酶 以 随机 扩散 的 方式 与 DNA 结合 后 ,以 一 
种 置换 的 方式 寻找 启动 子 。 也 就 是 说 与 RNA 聚合 酶 结合 的 序列 直接 被 另 一 段 序列 代 
蔡 , 获 分 子 在 很 快 的 更 换 与 之 结合 的 序列 ,直到 发 现 启动 子 并 与 馈 动 子 形成 稳定 的 复合 
35. 因为 解 高 和 结合 几乎 是 同时 进行 的 ,所 以 酶 从 一 个 结合 位 点 到 另 - .个 结合 位 点 所 需 
的 时 间 很 短 , 使 酶 分 子 很 快 的 找到 启动 子 。 这 种 方式 使 RNA 育 合 酶 可 以 从 弱 的 缚 人 台 位 
点 很 快 的 称 动 至 强 的 结合 位 点 。 第 三 种 模式 认为 RNA 聚合 酶 分 子 在 DNA 分 子 上 随机 
滑动 ,直到 发 现 启动 子 并 与 之 结合 。 这 种 模式 缺少 实验 证 据 。 就 日 前 所 知 , 还 设 有 -- 种 
DNA 结合 班 和 白质 以 这 种 方式 与 DNA 相互 作用 。 
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RNA 聚合 酶 与 启动 子 结合 后 ,与 DNA 形成 封闭 型 启动 子 复合 物 ,然后 一 10 区 左右 
的 DNA 发 生 熔 解 ,形成 12 一 17 bp 的 单 链 区 ,形成 开放 型 启动 子 复合 物 , 二 者 均 为 二 元 复 
合 物 。 这 时 RNA 率 合 酶 大 约 与 75 bp 的 DNA( 一 55 一 +20 bp) Ecl. ETE NC 
动 子 起 始 复 合 物 中 ,RNA 聚合 酶 上 的 起 始 位 点 和 延伸 位 点 皱 相 应 的 核 苷 酸 前 体 所 占据 ， 
在 B 亚 基 的 催化 下 形成 第 一 个 代 酸 二 酯 键 ,从 而 形成 三 元 复合 物 ,a 因子 解 离 下 来 ,形成 
起 始 延 伸 复 合 物 (initial elongation complex) ,此 时 核心 酶 约 与 55 bp( - 35 一 +20 bp) 的 
DNA 相互 接触 。 


2. 真 核 生 物 转录 的 起 始 


(1)RNA 聚合 酶 工 的 转录 起 始 — RNA 聚合 酶 [起 始 转录 需要 两 种 辅助 因子 UBF] 
AI SLI, UBFI 由 一 条 多 肽 链 组 成 ,可 特异 地 识别 核心 启动 子 和 UCE PES GC 对 的 区 
5h. SLI 单独 并 没有 识别 特异 DNA 序列 的 功能 ,在 UBF1 和 DNA 结合 后 ,SL1 才 可 结合 
上 来 。 只 有 当 两 种 辅助 因子 与 DNA 结合 后 ,RNA 聚合 酶 1 才能 与 核心 启动 子 壮 合 ,从 而 
起 始 转录 。 

SLL 有 4 种 蛋白 质 组 成 ,其 中 有 一 种 为 TATA REA E A (TATA-binding protein, 
TBP) ,RNA RAW I 和 III 的 起 始 也 需要 TBP 的 存在 。RNA 聚 台 酶 1 的 TBP Re la sy 
性 很 强 , 因 此 它 可 能 不 是 负责 识别 特异 DNA 序列 的 ,而 是 负责 与 RNA 聚合 酶 相互 作用 
Ha SLL 类 似 于 原核 生物 的 = 因子 , 它 可 与 启动 子 特异 的 结合 ,并 可 保证 RNA 聚合 酶 (和 包 
括 II 和 III) 定 位 于 转录 起 始 位 点 。 

UBF1 与 RNA 聚合 酶 1 相互 作用 可 识别 不 向 来 源 的 模板 。 如 和 鼠 的 UBEL 和 RNA X€ 
合 酶 [可 识别 人 的 基因 。 但 SLI 有 种 属 特异 性 。 

(2)RNA Xe Be II 的 转录 起 始 RNA 聚合 酶 II 自身 不 能 起 始 转录 ,必须 在 其 他 
辅助 因子 的 作用 下 才能 起 始 转录 。 酶 和 其 他 辅助 因子 组 成 一 个 基础 转录 装置 (basal tran- 
scription apparatus) ,可 以 起 始 11 类 基因 的 转录 。 通 用 启 动 子 (generic promoter) 是 指 RNA 
RAM [可 起 始 转 录 的 最 短 的 启 动 子 序列 , 它 可 以 在 任何 细胞 内 表达 而 无 组 织 特异 性 。 
能 使 这 类 启动 子 起 始 转录 所 需 的 辅助 因子 称 为 基础 转录 因子 (basal transcription factor), 
又 称 为 TFIIX,X 表示 辅助 因子 的 种 类 。 启动 子 起 始 转录 的 效率 很 低 , 需 要 上 游 的 调控 序 
列 及 相应 辅助 因子 来 增强 其 转录 的 水 平 。 在 真 核 生物 转录 起 始点 左右 的 序列 有 一 定 的 规 
E ,转录 的 第 一 个 碱 基 多 为 A, 两 边 多 为 喀 啶 碱 基 ,可 表示 为 Py2APys , 称 为 起 始 子 ,在 -3 
至 +5 之 间 。 起 始 子 是 可 被 RNA 聚合 酶 识别 的 最 简单 的 启 动 子 序 列 。 

转录 起 始 的 过 程 需 要 很 多 的 辅助 因子 的 参与 ,它们 按 一 定 的 顺序 与 DNA 结合 形成 
复合 物 。 经 足迹 法 可 证 明 各 种 回 助 因子 与 DNA 结合 的 先后 次 序 。 识 别 TATA ERE EF: 
游 序 列 的 辅助 因子 称 为 TFID, 它 由 两 种 组 分 组 成 。TATA 框 由 TBP 识别 。 另 外 还 需要 
其 他 相关 的 因子 (TBP-associated factors, TAFs) 。 AAE] TAFs 的 TFIIDs 可 识别 不 同 的 
启动 子 。RNA RAR III 的 辅助 因子 TFIIB 和 RNA RAR IH SLI 都 可 看 作 TAFs。 

转录 起 始 复合 物 形 成 的 基本 过 程 为 TBP 及 TAF £ DNA 的 TATA 框 附近 的 区 域 
纱 合 ,而 后 依次 为 TFILA、TFIIB,TRIIF 和 RNA 聚合 醇 TFIIE、TFIIH 和 了 FI1J, 如 图 5- 
4 所 示 。 

TBP 为 一 种 小 分 子 量 蛋白 (30 kDa), 5 DNA 的 小 海 结合 ,这 和 其 他 的 蛋白 因子 不 
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同 , 昌 前 所 知 扬 有 的 蛋白 内 子 部 是 与 DNA 的 大 
[RROLIN ihe. 4 I TBP 的 晶体 结构 , 它 作用 于 
| DNA 的 一 面 ,形成 马鞍 状 。 内 面 与 DNA 作用 ， 
外 面 与 其 他 的 蛋 明 岗子 作用。 与 DNA 结合 的 部 
位 的 氨 茶 酸 序列 种 间 同 源 性 较 强 。 经 体外 实验 
测 得 ,TPB 可 以 保护 会 TATA 框 的 一 个 螺旋 , 约 
1E- 37 至 一 25 Bx TE. 是 唯一 的 一 个 与 
DNA 结 侣 其 有 特异 性 的 基础 转录 因子 。TFIID 
具有 识别 TATA 和 框 的 作用 , 当 TFIID 结合 上 来 
后 ,形成 的 复合 物 可 保护 -4 至 -410 的 区 域 。 
TELA 由 几 个 亚 基 组 成 ,可 以 激活 TBP, 它 的 结 
合 可 使 复合 物 的 保护 区 域 扩展 。TFIHIB 结合 上 
米 可 使 复合 物 的 保护 区 域 扩 展 至 一 10 全 + 10, 
表明 该 因子 与 TATA 框 的 下 游 结 合 。TFIIF 由 
两 个 亚 基 组 成 ,大 亚 基 {RAP76) 具 有 依赖 ATP 
的 DNA 螺旋 酶 的 活性 ,可 能 参与 DNA Xt a ds 
HE. 小 亚 基 (RAP38) 与 原核 生物 的 so 因 子 在 与 
核心 酶 结合 的 部 位 有 同 源 性 ,与 RNA RE BE TI 
紧密 结合 。TFIIF 的 功能 是 将 RNA X C Bi II 
Cra Qe Cr ruis 与 其 他 的 辅助 因子 组 成 转录 复合 物 。RNA 聚合 
C JRNA polC THIF (ns BS II 与 复合 物 结合 后 可 使 保护 区 域 在 模板 链 扩 
展 至 + 15 处 ,在 非 模 板 链 至 + 20。 上 游 的 保护 
图 5-4 RNA RAM ILEERUR 区 域 也 有 所 扩展 。TEFI 正 与 复合 物 结合 后 可 使 
is e BEBE CR 保护 区 域 扩展 至 +30。TFIIH 和 THI 与 复合 
物 的 结合 并 不 改变 复合 物 与 DNA 间 的 作用 模 
Xo TENH 有 激酶 的 活性 ,可 使 RNA RA ILCTD 尾 压 酸化 ,结果 可 使 聚合 栈 与 其 他 
的 转录 起 始 因子 解 离 , 从 而 得 以 进行 转录 的 延伸 。 

RNA EGRE II 的 起 始 过 程 类 似 于 原核 生物 , 先 由 RNA 聚合 酶 和 DNA 形成 封闭 型 
复合 物 ,DNA 解 链 后 形成 开放 型 复合 物 。 在 转录 起 始 的 过 程 中 , EE 上 述 各 种 因子 及 
AIP 的 参与 。ATP 可 能 与 某 些 转 录 因 子 从 复合 物 上 解 离 有 关 。TBP 和 聚合 酶 的 CTD 
虱 间 的 反应 对 转录 起 始 有 重要 意义 。 具 体 的 机 制 尚 待 进 一 步 探讨 。 

ERT TATA 框 的 启动 子 的 转录 起 始 中 ,同样 需要 多 种 转 菏 因子 的 参与 。 其 中 ,多 
数 资 料 表明 TFIID 可 能 具有 识别 起 始 子 的 功能 ,并 与 之 特异 结合 ,但 TFIID 与 起 始 子 的 
结合 要 比 和 TATA 框 的 绊 。 此 外 ,TFIID 与 DNA 还 有 其 他 的 作用 方式 。 研究 表明 TFIID 
与 起 始 子 的 结合 可 能 与 TFII- 工 及 RNA XX BS IIT. TFI- I 也 是 一 种 可 与 起 始 子 
结合 的 蛋白 因子 , 它 对 起 始 子 起 始 辕 冰 的 功能 十 分 重要 ,但 具体 的 机 制 还 不 十 分 清楚 . 
TFII-1 与 碱 性 蛋白 (basic-helix-loop-helix, bHLP) USF 蛋白 在 免疫 学 上 有 交 允 反应 ,表明 
E USF 的 一 种 。 另 外 还 发 现 YY1 其 有 识 吉 起 始 子 的 功能 ，YY1 请 有 锌 指 结 杭 ,与 含有 
CCAT 的 序列 有 亲 和 方 。 
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参与 转录 起 始 过 程 有 多 种 转录 因子 ,很 多 转录 因子 义 有 多 亚 基 组 成 ,共计 有 20 多 种 
多 肽 分 子 ;RNA 聚合 酶 本 身 有 10 多 个 亚 直 组 成 ,所 以 形成 的 起 始 复 合 物 十 分 庞大 ,总 计 
在 1000 kDa 以 上 。 

在 此 类 启动 子 的 结构 中 ,还 有 其 他 的 元 件 如 CAAT EGC EMARE WHER 
元 件 的 识别 都 需要 特有 的 转录 因子 。 如 SPI 可 识别 GC 框 。GC 框 在 不 同 的 启动 子 中 位 
置 差异 很 大 。SP1 由 一 个 亚 基 组 成 ,分 子 量 为 105 kDa, 可 结合 6 bp 的 区 域 。CAAT 框 由 
CTF 3UÉRBSER TVA), CTF 家 族 由 一 个 基因 经 不 同 的 加 工 方式 而 形成 ,对 CAAT 有 相同 
的 亲 合 力 。 其 他 识别 CAAT 框 的 因子 有 不 同 的 特点 ,如 CP1 对 a - 球 重 白 及 晚期 腺 病毒 
的 CAAT 框 亲和力 高 ;CP2 对 y- 纤 维 蛋白 基因 的 亲 合 力 较 高 ;CP3 也 有 不 同 的 特异 性 。 
识别 CAAT 框 还 有 其 他 的 蛋白 央 子 ,如 和 鼠 肝 中 有 两 种 蛋 委 因子 ,C/AEBF 可 识别 GCAAT, 
ACF 可 识别 CCAAT。 识 别 八 聚 体 元 件 的 也 不 止 一 种 蛋白 因子 ,在 非 淋 巴 细胞 中 为 Oet- 
1, 在 淋巴 细胞 中 为 Det- 2。Oet -2 可 促进 免疫 球 和 蛋白 «基因 的 转录 。 至 于 这 些 元 件 的 
识别 与 转录 起 始 复 合 物 形 成 的 关系 ,自前 尚 不 十 分 清楚 。 

(3)RNA REH IIT 转录 的 起 始 ” “被 RNA REG B TIL 转录 基因 的 启动 子 有 三 类 ， 
其 中 有 二 类 属于 内 部 启动 子 。 这 两 类 启动 子 转录 的 趣 始 需 三 种 辅助 因子 TFIIA.TFHIB 
和 TFIIIC 的 参与 。TFIIIA 已 被 克隆 ,是 一 种 含 锌 指 结构 的 蛋白 。TEFIIIB 由 TBP 和 其 
他 两 种 蛋白 组 成 。 对 TFIIIC 了 解 不 是 十 分 清楚 ,其 分 子 量 很 大 (大 于 500 kDay) ,至 少 由 5 
个 亚 基 组 成 。 如 图 5- 5 所 示 , 两 种 启动 子 的 起 始 过 程 有 所 区 别 。 


0) 转录 起 始 位 点 (2) 转录 起 始 位 点 


C min (Ome «D» TTia Q TBP 


Bi 5-5 两 种 启动 子 转 承 起 始 复合 物 的 装配 过 各 
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在 第 一 类 内 部 启动 了 ,TFIIIC 识别 BB 框 ,但 可 以 与 包括 A 盒 在 内 的 广泛 区 域 结合 。 
然后 TFIIB 与 起 始 位 点 附近 的 区 域 缚 合 ， 在 第 -类 内 部 自动 子 ,TFIIIA 与 包括 C 盒 在 
内 的 序 别 相 结 合 , 而 后 使 得 TFIIIC 能 与 靠近 下 游 的 序列 结合 ,最 后 TFIIIB 才能 与 转录 
起 始点 附近 的 序列 结合 ,并且 伴随 着 另 一 个 TFIIHC 与 DNA 的 结合 。 经 上 述 的 复合 物 形 
成 后 RNA 案 合 酶 凤 可 与 启动 子 结 合 。RNA RGM [ll 加 人 起 始 复 合 物 中 后 ,TFIIIC 和 
TFIIA 者 要 释放 下 来 。 现 已 确定 了 TFITIB 的 两 种 蛋白 质 分 子 与 -4 至 +11 的 区 域 结 


pa 
Iro 


在 高 盐 条 件 下 ,JFIHA 和 TFC 可 以 从 启动 子 上 解 离 下 来 而 不 影响 转录 的 起 始 。 
在 这 种 条 件 下 ,TFILB 依然 可 以 与 转录 起 始点 附近 的 序列 结合 ,并 且 保 证 RNA 688 
HI 与 局 动 子 结合 。 央 此 ,TFIIIB & RNA SCA B TII 所 需要 的 真正 转录 因子 ;而 TFIA 
和 TFIIIC 属于 装配 困 子 (assembly factor? ,起 协助 TFITIB 与 启动 子 正确 结合 的 作用 。 
TFHIB 的 主要 作用 是 使 RNA RAM III 正确 定位 于 启动 子 上 。 从 其 功能 上 看 ,类 似 于 
SLI 及 原核 生物 的 g 因 子 ,自身 缺乏 与 DNA 结合 的 能 力 , 但 有 与 其 他 乔 白 亲子 协同 作用 
的 功能 。TFIIIB 也 含有 TEP, 

RNA RAW TIT 的 第 三 类 启动 子 (snRNA 的 启动 子 ) 林 是 内 部 启动 子 ,其 结构 类 似 于 
RNA SER Bi II 的 自动 子 。TATA 框 的 识别 同样 依赖 于 TBP, 但 必须 有 其 他 RNA RAN 
ILE 的 辅助 因子 共同 作用 ,使 RNA RAM LII 在 启动 子 上 正确 定位 。 这 也 可 以 解释 为 什 
么 这 类 后 动 了 须 由 RNA ROR 1I[ 来 启动 转录 。 

TRP 在 三 种 RNA 裹 合 酶 的 转录 起 始 中 均 有 相同 的 作用 。 从 对 豌 母 和 动物 转录 的 研 
究 中 得 出 ,所 有 RNA CE BS TIT 的 转录 起 始 包 括 内 部 启动 子 都 需要 TBP; 在 RNA RGM 
1 识别 rDNA 的 启动 子 并 起 始 转 录 的 过 程 中 ,TBP 是 SLI 的 组 分 ,起 定位 RNA RAM T 
的 作用 ;在 RNA HER 88 IT 的 转录 起 始 过 程 中 ,TBP 可 以 识别 TATA HE ,同样 起 定位 RNA 
AEG BERT IET. 因此 ,尽管 TBP 在 不 同 的 启动 子 中 与 其 他 转录 因子 形成 复合 物 的 方式 不 
辣 , 但 功能 都 是 一 样 的 , 即 起 定位 作用 。 所 以 TBP 又 称 为 定位 因 T (positioning factor) e 

RNA RGE 看 来 并 没有 对 启动 子 特异 序列 的 识别 作用。 它 能 正确 地 结合 在 转录 
起 始点 附近 ,全 靠 其 他 转录 因子 的 作用 。 在 二 类 内 部 启 动 子 中 ,TFIIIA .TFIUC 和 TFI- 
IB 的 装配 使 TFIIIB 结 台 在 转录 起 始点 附近 ,RNA RAR LIT 与 TFIJIB 的 特异 结合 保证 
了 酶 分 子 的 正确 定位 ;在 上 游 启动 子 中 ,同样 是 靠 TBP 的 作用 


二 、 转 录 的 延伸 


转录 的 起 始 第 一 个 涉及 的 问题 是 第 一 个 碱 基 的 选择 。 在 原核 生物 ,起 始 转录 的 碱 基 
距 保守 全 为 6 至 9 个 核 并 酸 , 多 为 CAT 模式 ,第 一 个 碱 基 为 A。 这 可 能 是 由 于 RNA RS 
酶 的 空间 结构 决定 的 , 即 结合 部 位 与 课 合 活性 部 位 间 的 距离 决定 了 转录 起 始 碱 基 与 
TATA 框 { 结 合 位 点 ) 的 距离 。 

在 原核 生物 的 RNA 聚合 酶 中 ,催化 RNA 合成 的 可 能 是 8 亚 基 。 在 酶 分 子 上 有 两 个 
核 攻 酸 结合 位 点 ,一 是 起 始 核 霸 酸 位 点 dé SER Ez tr RE (E S. 当 两 个 位 点 都 与 模板 互补 
的 核 基 酸 结合 后 ,第 -个 磷酸  - 酯 键 才能 形成 、 

RNA 巢 合 酶 在 转录 起 始 后 ,对 DNA 的 亲 合 力 会 发 生变 化 。 对 于 原核 生物 ,核心 酶 本 
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来 对 DNA 有 一 定 的 亲 合 力 ,但 全 酶 对 语 动 子 有 很 高 的 亲 合 力 。 转 录 志 始 后 ,a 因子 解 离 
下 来 ,但 这 时 的 核心 酶 就 既 能 与 DNA 结合 ,又 能 在 DNA 分 子 上 神 动 。 真 核 生物 是 靠 多 
种 辅助 叶子 的 共同 作用 下 来 维持 这 一 状态 的 。 

延伸 过 程 中 的 另 一 问题 是 拓扑 学 问题 。 在 DNA 解 链 过 程 中 ,位 于 RNA RS an 
的 双 链 DNA( 未 被 转录 的 ) 会 越 幼 越 紧 , 产 生 正 超 螺旋 ;后 面 的 则 越 来 越 松 ,产生 负 超 螺 
旋 。 为 了 消除 这 种 现象 ,需要 旋转 酶 (gyrasey 和 拓扑 异 构 酶 I(topoisomerase E), BU # ET Tt 
除 负 超 虹 旋 ,后 者 可 消除 正 超 螺旋 。 在 酵母 细胞 中 ,如 果 缺 乏 消 除 负 超 螺旋 的 酶 ,在 转录 
区 域 的 负 超 螺旋 会 成 倍 的 增加 。 另 外 ,转录 本 身受 DNA FEE S HU EE. ERN 
下 ,DNA 的 超 螺旋 状态 有 利于 转录 。 但 也 有 时 超 螺旋 状态 抑制 转录 ,目前 太 无 法 解释 。 

新 生 的 RNA 链 与 DNA 形成 的 杂交 双 链 很 得, 只 有 几 个 碱 基 , 有 人 提出 只 有 ?2 个 。 
H RNA 酶 (只 切断 单 链 RNA) 消 化 转录 系统 时 ,得 到 的 RNA 片段 为 10 个 碱 基 左右 ，。 
这 一 数值 不 能 准确 表示 RNA 与 DNA 形成 杂交 链 的 长 度 , 因 为 部 分 RNA 可 能 受到 了 
RNA 聚 人 台 酶 的 保护 。 

RNA 合成 的 速度 约 为 每 秘 和 0 个 核 背 酸 ,与 蛋白 质 合 成 的 速度 相近 (15 个 氨基 酸 / 
秒 ) ,但 比 DNA 复制 的 速度 (800 bp/Eb EHE. RNA RATE DNA 分 子 上 的 运动 不 
是 匀速 的 ,在 经 过 富 含 GC 对 的 序列 8 至 10 个 核 戎 酸 后 ,会 发 生 -- 次 暂停 ,这 与 转录 的 笋 
止 有 关 。 


三 、 转 录 的 终止 


转录 进行 到 终止 子 序列 时 ,就 进 和 人 了 终止 阶段 ,包括 新 生 RNA 链 的 释放 及 RNA X 
合 酶 与 DNA 解 离 。 


1. 转录 终止 的 机 制 


前 已 提 及 ,原核 生物 的 终止 子 有 两 种 ,一 种 是 不 依赖 e 因子 的 终止 子 ,一 种 是 依赖 o 
因子 的 终止 子 。 在 不 依赖 p 组 子 的 终止 子 中 ,转录 的 终止 在 没有 p 因子 的 情况 下 依靠 终 
止 子 本 身 的 结构 就 足以 使 转录 终止 ,如 U-dA 间 的 结合 较 弱 ,为 RNA-DNA 杂交 体 的 分 离 
提供 了 条 件 。 在 依赖 p 的 终止 子 中 ,必须 在 p 因子 的 存在 下 ,转录 才能 终止 。 

8 因子 的 分 子 量 为 46 kDa, 活性 形式 为 六 聚 体 , 分子量 为 270 kDa。 体 外 实验 吉明 ， 
当 p 因子 与 RNA 聚 台 了 酶 的 浓度 比 为 1:10 时 ,表现 出 最 大 的 活性 。p 因子 有 依赖 RNA 的 
ATPase 活性 ,RNA 的 长 度 要 大 于 50nt, 这 说 明 它 需 要 与 RNA 结合 。 p 因子 可 以 与 新 生 
RNA 在 终止 子 上 游 的 某 一 处 与 RNA 结合 ,这 种 结合 可 能 常 要 某 种 特异 的 序列 。 也 可 以 
与 RNA 的 5 端 结合 。p 因子 要 追赶 上 RNA RSM, 才能 发 挥 其 终止 作用 。 至 于 p 因子 
EMME ERNA 聚合 酶 的 ,有 人 认为 o 因子 沿 RNA 链 移动 的 速度 比 RNA 聚合 酶 在 
DNA 链 上 的 移动 速度 快 ,聚合 矿 在 终止 子 处 的 暂停 给 P 因子 提供 了 机 会 。 经 实验 证 明 ， 
在 无 RNA 聚合 酶 的 存在 下 Lo 因子 具有 使 RNA-DNA 杂交 体 解 离 的 作用 ,这 一 作用 需要 
ATP。 因 此 推测 o 因子 可 使 转录 泡 的 RNA-DNA 解 链 ,然后 p 因子 及 RNA ROMER, 
转录 终 正 (图 5-6)。 

在 原核 生物 中 ,转录 与 翻译 是 同时 进行 的 ,p 因子 的 终止 作用 可 被 核糖 体 的 存在 而 阻 
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Rb. SEKIER mRNA 被 多 个 核糖 体 所 结合 ,p 
A 因子 没有 机 会 与 mRNA 结合 。 即 使 结合 上 去 ,也 
会 受到 核糖 体 的 阻碍 而 不 能 实现 终止 作用 。 这 样 
为 原核 生物 基因 表达 的 调控 提供 了 一 种 方式 。 上 
述 模式 可 解释 下 列 实 验 现象 。 在 一 个 转录 单位 内 ， 
如 发 生 无 义 突变 ,可 阻止 转 有 东单 位 突变 位 置 之 后 序 
列 ( 远 端 序列 ?的 转录 。 在 正常 情况 下 , 当 RNA X 
合 酶 转录 译 终 止 子 处 时 ,由 于 核 精 体 与 mRNA 结 
合 ,p 因子 不 能 实现 终止 作用 。 无 义 突 变 使 得 翻译 
提前 终于 ,核糖 体 提 前 释放 ,p 因子 就 有 机 会 追赶 
RNA 聚合 酶 ,从 而 引起 转录 的 终止 。p 因子 的 突变 
可 阻止 这 种 现象 的 出 现 , 也 就 是 说 ,p 因子 的 缺乏 会 
使 转录 继续 进行 。 另 外 ,RNA 分 子 中 的 二 级 结构 
EHAE o 国 子 的 作用 。 

6 因子 的 突变 对 转录 终止 的 影响 变化 很 大 。 体 
外 实验 证 明 ,不同 的 依赖 p 因子 的 终止 子 对 p 因子 
浓度 的 要 求 高 低 不 一 。 因此 ,在 p 因子 的 滩 漏 突变 
时 ,不 同 终 止 子 的 反应 也 有 所 区 别 。 p AHTRA 
可 被 其 他 的 基因 罕 变 所 抑制 。 在 bp 因子 突变 引起 
(| 7 )RNAROM Obr 的 转录 不 能 终止 的 菌株 中 ,RNA 系 合 酶 B 亚 基 基 因 
{rpoB ) 的 - -种 突变 可 以 恢复 转录 的 终止 。 rpoB 的 
为 一 种 突变 可 减弱 依赖 p 因子 的 转录 终止 ,说 明 B 
亚 基 可 能 是 p 因子 的 作用 部 位 。 

对 真 核 生 物 转 录 终 目的 机 制 还 不 十 分 清楚 。 在 真 核 生 物 中 同样 存在 终止 子 的 结构 。 
在 RNA E & BS 1 的 终 目 过 程 中 ,需要 -辅助 因子 识别 18 bp 的 终止 子 序列 。RNA 认 
合 酶 II 和 ]JI 的 终止 子 与 原核 生物 不 依赖 p 的 终止 于 结构 类 似 ,可 能 也 具有 类 似 的 终止 
机 制 ,终止 可 能 靠 RNA 案 合 酶 本 身 来 完成 ,而 不 像 转录 的 起 始 那 样 需 要 多 种 辅助 因子 。 
终止 子 中 有 对 称 结 构 , 但 这 不 是 终止 所 必需 的 。RNA X68 II 的 终 目 子 序列 与 RNA X 
合 酶 III 相似 ,RNA RAH II 对 终止 序列 的 识别 特异 性 差 一 些 ,终止 可 发 生 在 广泛 的 区 
域 ,而 侧 少 特定 的 识别 点 。 在 有 些 转录 单位 中 ,终止 位 点 位 于 mRNA 成 熟 3' 端 下 游 大 十 
1000 bp 处 。 由 于 真 核 生物 成 熟 mRNA 的 3 已 经 被 切除 一 段 且 添 加 了 polyfA) ,所 以 不 
能 确定 转录 终止 子 处 的 序列 。 在 RNA 聚合 酶 [I1 的 终止 子 中 , 单 靠 U (4 个 UMHe^ 8E 
终止 转录 的 ,其 富 含 GC 的 上 下 文 的 序列 也 起 重要 作用 ,终止 常 恬 生 在 UU 串 的 第 二 个 U, 
想 对 原核 生物 ,我 们 对 真 核 生物 转录 终止 的 了 解 还 不 充分 ， 


2. 抗 终 止 必用 


图 $-6 因子 的 作用 模型 


抗 终止 作用 (antitermitation) 是 细 蓝 操纵 于 和 噬菌体 基因 表达 调控 的 一 种 方式 ,首次 

发 现 于 噬菌体 感染 过 程 中 。 噬菌体 只 有 少数 基因 ( 吊 期 基因 ) 能 被 细菌 RNA 聚合 酶 转 

录 ,而 这 些 基 因 的 产物 能 起 始 其 他 启动 子 的 转录 ,或 使 RNA 聚合 酶 阅读 通过 终止 子 , 从 
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而 调控 其 他 基本 的 表达 。 

改变 识别 启动 子 的 一 种 机 制 是 更 在 = 因子 ; 另 一 种 途径 是 合成 新 的 叹 菌 体 RNA 聚合 
酶 。 不 论 是 哪 种 情况 ,都 是 使 转录 由 新 的 启动 子 开始 ,而 早期 基因 的 转录 绕 止 。 哈 菌 体 的 
早期 基因 和 中 ,晚期 基因 相 邻 ,中 间 由 终止 子 防 开 。 如 果 转 录 不 能 在 终止 子 处 终止 ,中 ., 晚 
期 基因 将 会 表达 。 也 就 是 说 中 ,晚期 基因 和 早期 基因 使 用 同一 个 启动 子 。 因 此 , 抗 终止 作 
用 不 是 更 替 启 动 子 , 而 是 转录 的 进一步 延伸 。 

抗 终 止 作用 首次 发 现 于 噬菌体 。 宿 十 RNA 聚合 酶 首先 转录 两 个 基因 , 称 为 快 早期 
基因 ,在 抗 终 止 作用 下 , 转 而 转录 迟早 期 基因 。 这 种 转变 受 N 基因 的 抑制 。 从 遗传 学 的 
角度 来 看 ,重新 识别 启动 子 和 抗 终止 作用 都 属于 负 性 调控 ,早期 基因 的 表达 是 其 他 基因 表 
达 的 先决 条 件 。 

在 X 哈 菌 体 中 , 快 早期 基因 有 两 个 转录 单位 ,分 别 从 Pi 和 Pr 启动 子 开始 转录 。 大 
BITAR RNA 聚合 酶 分 别 终 止 于 终止 子 ti1 和 ti, 二 者 均 是 依赖 o 因子 的 。N 基因 的 
表达 产物 pN 为 终止 因子 ,可 使 RNA 聚合 酶 通过 终止 子 ,转录 后 面 的 基因 。 晚期 基因 编 
TE Be PE SOR HL LU RAE Q 基因 的 调控 。@Q 基因 属 子 迟 晚期 基因 ,编码 的 产物 
为 pPQ, 也 是 一 种 抗 终止 蛋白 ,使 RNA 聚合 酶 由 Pn 开始 转录 。 这 样 , 抗 终 止 因 子 就 调控 
了 不 同 基 因 的 表达 。 

PN 的 抗 终 止 活性 高 度 特异 ,其 抗 终止 作用 不 依赖 子 终止 子 。 在 转录 单位 的 上 游 有 
PN 识别 的 特异 序列 , 称 为 mut。 这 也 说 明和 蛋白 质 与 DNA 间 的 识别 位 点 和 作用 位 点 并 不 
是 一 致 的 ,是 可 以 分 离 的 。 控 制 左 向 转录 的 nur 位 点 称 为 2t 红 . ,控制 右 向 转录 的 称 为 
nR nutL 位 于 Pr 启动 子 的 起 始 位 点 和 N 编码 区 域 之 间 ; nuzR 位 于 cro 基因 和 fas 
间 。 这 表明 两 个 nur 位 点 位 子 不 同 的 区 域 , nul 接近 子 终止 子 ; nutR 接近 于 启动 子 。 
抗 终止 作用 是 实现 并 不 参与 转录 的 起 始 和 终止 过 程 。 不 同 的 噬菌体 有 不 间 的 N 基因 、 
nut 位 点 和 PN。 


第 五 节 ”转录 产物 的 后 加 工 63-38] 


多 数 转录 的 初始 产物 并 无 生物 学 活性 ,必须 经 进一步 的 加 工 处 理 才 有 生物 学 活性 , 特 
黄 是 对 于 真 核 生物 转录 产物 的 后 加 工 更 为 重要 。RNA 的 蘑 接 也 是 后 加 工 的 重要 内 容 , 但 
内 容 较 多 ,将 在 下 一 节 介 绍 。 


一 、 原 核 生物 转录 产物 的 后 加 工 


在 原核 生物 中 ,mRNA 的 寿命 非常 短 , 有 的 或 大 多 数 半衰期 只 有 几 分 钟 ,这 是 原核 生 
物 基因 表达 调控 的 一 种 手段 。 而 rRNA 和 tRNA 比较 稳定 ,半衰期 为 才 个 小 时 。 通 过 比 
较 原 核 生物 成 熟 的 rRNA 和 tRNA 与 其 转录 产物 ,可 以 发 现 :两 种 RNA RAS T 5m 
HERR, RRE P" EI ER LATE HEBR ERR PHARA T8 RE RE 
基 , 而 原始 转录 产物 中 没有 。 因 此 ,rRNA 和 tRNA 的 转录 产物 必然 存在 着 后 加 工 过 程 。 


1. rRNA 的 后 加 工 


在 原核 生物 中 ,有 三 种 rRNA(5 S.16 S 和 23 S)。 其 基因 (rDNA) 与 tRNA 的 基因 
= 177 ， 


CDNA) 混 在 -起 排列 在 一 个 操纵 子 (rrz) 中 。 大 肠 杆 苗 中 有 了 个 这 样 的 操纵 子 。 各 种 基 
央 在 操纵 子 中 的 排列 没有 一 定 的 规律 ,种 类 ,数量 和 位 置 都 不 相同 。 但 三 种 rRNA 的 相对 
位 置 有 一 定 规律 ,一 般 为 16 S rDNA, tDNA.23 S rDNA,5S DNA, E DNA, 在 
16 S rRNA 和 23 STRNA 之 间 的 «DNA 400—500 bp。 在 7 个 rrn 操纵 子 中 ,有 4 个 在 
16 S rRNA 和 23 S rRNA 间 的 tDNA 为 RNAs 中, 其 他 的 三 个 操纵 子 为 tRNA 上 和 tR- 
NAS, TAE ees 操纵 子 中 ,5S rDNA 后 没有 其 他 的 基因 序列 ,而 另 一 些 ren 操纵 了 
中 有 tRNA 的 基因 ,如 rrnC 中 为 IRNAT 和 tRNAIAp。 大 肠 杆 菌 中 的 了 个 操纵 子 多 数位 
于 复制 起 始点 的 两 侧 , 且 转录 方向 与 DNA 的 复制 方向 一 致 。rrn 操纵 子 有 两 个 启动 子 ， 
第 一 个 为 p1, 位 于 16 S rRNA 序列 上 游 300 bp 左右 ,可 能 为 主要 的 启动 子 。 第 一 个 启动 
子 2 位 于 户 下 游 110 bp 左右 。 沪 操纵 子 转录 的 产物 为 30 S RNA。RNA B HIT 负责 
该 转录 产物 的 后 加 工 :> 在 缺乏 RNA B 111 的 菌 体 组 胞 中 ,没有 成 熟 rRNA 的 出 现 , 且 
30 S RNA 产生 淮 积 。 该 酶 在 体外 能 作用 于 30 S RNA, 产 生 p16 和 p25。p16 和 p25 比 成 
熟 的 产物 只 稍 长 一 些 ,可 进一步 转变 为 成 永 的 -RNA, 在 p16 和 p25 RNA 的 初始 转录 产 
物 中 ,5 和 3 端的 区 域 碱 基 互 补 , 形 成 双 链 结构 。 互补 区 域 的 间隔 序列 相对 稳定 ,p16 为 
1600 nt,p23 为 2900 nte RNA 酶 IN 在 p16 和 p23 的 酶 切 位 点 无 明显 的 同 涛 性 ，RNA 
Bj TII 除权 求 切 点 或 其 周围 为 双 链 结构 外 ,还 不 清楚 是 否 有 其 他 的 条 件 。 它 可 能 取决 于 
-级 结 午 和 二 级 结构 的 共同 作用 。 

经 RNA 酶 II 作用 后 的 产物 需 经 进 -- 步 的 转变 才能 成 为 成 熟 的 分 子 。 其 具体 的 和 

制 尚 不 十 分 清楚 。 


2. tRNA 的 转录 后 加 工 


原核 生物 的 tRNA 的 初始 转录 产物 可 以 包含 几 个 同 种 tRNA 的 基因 拷贝 ,也 可 以 会 
有 几 个 不 同 种 的 TRNA。 还 有些 tRNA 与 mRNA 转录 在 一 起 。 

tRNA 的 初春 转录 产物 要 经 过 多 种 加 工 处 理 后 才能 变 为 有 功能 的 分 子 ， 目前 了 解 较 
多 的 是 大 肠 杆菌 的 RNA, EH SS 个 核 背 酸 组 成 ， 其 编码 基因 有 两 个 基因 拷贝 ,长 
350 bpo MT AH N EPA 200 bp HIHA F. 

有 两 种 类 型 的 tRNA 基因 ,- .种 具有 CCA 序列 , 称 为 1 型 ; 另 -- 种 没有 CCA 序列 , 称 
为 ILI. [型 tRNA 的 CCA 下 游 仍 有 一 段 序列 , 需 在 酶 的 作用 下 切除 。I[ 型 tRNA 需 在 
酶 的 作用 下 添加 CCA 序列 。 原 核 生物 的 tRNA 多 为 [型 ,少数 咽 菌 体 如 TA 为 II 型 ， 

tRNA 的 后 加工 是 在 多 种 酶 的 作用 下 完成 的 ,目前 这 方面 的 研究 进展 较 多 。 下 面 简 
要 介绍 几 种 参与 ‘RNA 后 加 工 的 酶 。 

(ORNA S&P RNA BE P(RNase P) -种 内 切 酶 ,能 使 tRNA 操纵 子 和 rRNA 操 
纵 子 转录 产物 中 的 IRNA 产生 成 熟 的 5 末端 。 该 酶 由 两 个 组 分 组 成 ,一 是 20 kDa 的 蛋白 
质 组 分 (55 重 白 ), 一 是 由 375 MARARA 120 kDa 的 RNA 组 分 (MIRNA)。 它 们 以 
紧密 结合 的 核 重 白 形式 存在 。 这 两 种 组 分 高 度 保 字 ,大肠 杆 菌 的 RNA 酶 P 成 分 可 与 人 
类 的 RNA 酶 P 成 分 能 交叉 重建 为 有 活性 的 RNA Po BARAH tRNA 在 5 端 序列 没 
有 同 源 性 ,但 RNA Bi P 25 8 (8 2 P7 2- E BR 5 末端 。 因 此 ,RNA 酶 已 识别 的 是 tRNA 的 
空间 构象 ,特别 是 5 端的 构象 ARRIE 附近 的 序列 ， 在 不 同 的 tRNA 分 子 中 也 存在 
少数 保守 核 些 酸 ， 三 能 是 维持 空间 构象 所 必需 的 。 该 酶 的 专 一 :性 很 强 ,只 作用 于 tRNA 前 
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Bk ,但 无 种 属 特异 性 。 

(2)RNA B& D RNA Ei D 为 核酸 外 切 禾 ,能 逐个 切除 tRNA 329 E RR ELTE 
酸 , 使 CCA 暴露 。 体 外 实验 证 明 , 该 酶 对 OCA 下 游 序列 早 高 活性 ,对 OCA 上 游 序 列 也 有 
一 定 的 活性 。 在 体内 , 当 CCA 末端 产生 后 ,会 立即 产生 氨 酰 化 而 得 到 保护 。RNA B P TE 
EET RNA M D 可 达 最 大 活性 。 另 外 ,还 有 一 些 与 该 酶 作用 相同 的 酶 ,如 RNA 酶 只 .RNA 
BE Y 和 RNA BEP, 等 。 

(3)tRNA 态 普 酸 转 移 醇 (tRNA nucleotidyl transferase) 该 酶 能 以 ATP 和 CTP 为 
BE RETE tRNA 的 了 端 生成 CCA, RAADI AR tRNA 大 多 为 1 型 ,但 编码 tRNA 核 
苷 版 转移 酶 的 基因 (cea ) 宽 变 后 ,会 影响 菌 体 的 生长 。 这 是 因为 tRNA 的 CCA 末端 常 处 
于 核酸 酶 的 降解 作用 下 而 发 和 后 丢失 。 在 这 种 情况 下 ,该 酶 就 起 到 了 修复 作用 。 该 酶 只 需 
E ATP.CTP 和 tRNA, 就 能 生成 CCA。 另 外 ,该 酶 几乎 没有 种 凯特 异性 。 实 验证 明 ,该 
酶 识别 tRNA 的 空间 结构 。 

(4)RNA 酶 II ”RNA Bi III fti RNA if ORNA BE P» 的 功能 相似 ,负责 切 开 间隔 
序列 。 

另外 ,还 有 其 他 的 一 些 酶 类 ,如 RNA BE P,, 参 与 tRNA 的 后 加 工 。 

原核 生物 的 mRNA 不 需要 进一步 的 加 工 处 理 就 可 以 具有 生物 学 活性 ,做 为 翻译 的 模 
板 。 在 最 近 的 研究 中 ,发现 原 核 生物 的 RNA 转录 后 也 有 在 3 添加 poly(A) 893888 .. c H6 
杆菌 的 poly(A) 聚 合 酶 早 在 1962 年 就 已 发 现 。 以 后 发 现 了 真 核 生物 的 mRNA 具有 3 "的 
poly(A) 的 结构 ,人 们 一 直 认 为 它 是 真 核 生物 mRNA 的 特征 。 但 后 来 发 现 原核 生物 的 
RNA 也 存在 3 添加 poly(A) 的 现象 。 在 质粒 拷贝 数 B (plasmid copy number B, penB ) Æ 
因 的 缺失 突变 ( penB ) 的 研究 中 ,发 现 缺失 突变 体 对 RNA [的 降解 非常 慢 。 从 宽 变 体 中 
分 离 到 的 RNA I( 结 构 类 似 tRNA) 缺 乏 3 poly(A) 的 结构 ,而 在 非 突变 体 (pcnB* ) 中 ， 
RNA 工具 有 poly(A) 的 结构 , 却 降解 的 非常 快 。 因 此 , RNA 1 的 3 BS IER ECT EE 
解 , 这 和 真 核 生 物 的 mRNA 有 异曲同工 之 处 。 同样 ,在 pcuB^ rR.— £6 mRNA 的 降解 速 
REEI. H RNA 1 poly(A) 的 长 度 变 长 。RNAI3 端的 降解 主要 由 PNPase 来 负责 ,57 端 
的 降解 主要 由 RNA 酶 下 来 负责 。3“ 端 的 poly(A) 可 能 为 PNPase 提供 特定 的 信和 号 ,使 其 
对 RNAI 降解 加 快 。 尽管 对 这 种 生物 学 现象 还 缺乏 了 解 ,但 它 必定 有 其 存在 的 意义 ,并 且 
还 可 能 发 现 一 些 相 类 似 的 现象 。 


二 、 真 核 生物 的 转录 后 加 工 


真 核 生物 转录 后 加 工 除 tRNA Ñ rRNA 外 ,mRNA 也 要 经 过 后 加 工 的 过 程 。 有 关 真 


核 生 物 tRNA 的 加 工 处 理 了 解 还 不 多 ,可 能 和 原核 生物 有 相似 之 处 。 下 面 介绍 RNA 和 
mRNA 的 后 加 工 


1. rRNA 的 转 景 后 加 工 
真 核 生物 有 4 种 :RNA, 即 5.8 S rRNA.18 S rRNA,28 S rRNA 和 5S rRNA, 其 


中 ,前 三 者 的 基因 组 成 一 个 转录 单位 ,产生 47 S 的 前 体 ,并 很 快 转变 成 45 SURE, HE 
生物 的 rRNA 的 成 熟 过 程 比较 缓慢 ;所 以 其 加 工 的 中 间 体 易于 从 各 种 细胞 中 分 离 得 到 ,使 
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得 对 其 加 工 过 程 也 易于 了 解 。 哺 乳 动物 的 45S 前 休 包 含 着 [8 S.28 S 和 5.8S rRNA, 但 
其 长 度 是 一 种 成 熟 rRNA 长 度 和 的 一 倍 。 共 有 110 多 个 甲 基 化 位 点 ,在 转录 过 程 中 战 以 
后 被 巾 基 化 。 甲 基 基 团 主 要 是 加 在 核 猪 上 。 这 些 甲 基 化 位 点 在 加 工 后 仍 保 留 在 成 熟 的 
rRNA 中 ,其 中 ,18 SrRNA 上 有 39 个 ,另外 还 有 4 个 是 在 进入 细胞 质 后 甲 基 化 的 ;74 个 
f£ 28 S rRNA 上。 这 表明 甲 基 化 是 45 S 前 体 上 最 终 成 为 成 熟 rRNA 区 域 的 标志 。 

di 45 S$ 前 体 加 工 成 成 熟 的 rRNA 有 两 种 方式 ,一 种 发 现 于 HeLa 细胞 ,一 种 发 现 于 局 
的 上 细胞 。 摧 种 方式 中 AS S 前 体 的 剪 切 位 点 是 相同 的 ,只 是 对 前 切 位 点 的 剪 切 顺序 不 
同 。 前 切 位 点 一 个 位 于 18 S rRNA 的 于 边 ,两 个 位 于 18 S rRNA 和 5.8 S rRNA 间 的 间 
隔 区 LO ET ET S. SS rRNA 和 28 SrRNA 间 的 间 障 区 。 也 可 能 存在 另外 的 方式 。 有 时 
在 一 种 细胞 中 可 以 发 现 两 种 以 二 的 成 熟 方式 。 目 前 还 不 清楚 在 剪 切 位 点 断裂 后 是 否 就 产 
生成 熟 的 末端 ,还 是 要 经 进一步 的 加 工 。 对 负责 加 工 的 酶 类 也 知之 不 多 。 但 可 肯定 的 说 ， 
加 工 过 程 需 槛 蛋白 质 的 参与 ,可 能 形成 核 蛋 白 体 的 形式 。 

真 核 生 物 的 5 S rRNA 也 是 和 tRNA 转录 在 一 起 的 ,经 加 工 处 理 后 成 为 成 熟 的 58 
rRNA. 


2. mRNA 的 后 加 工 


在 真 核 生 物 中 ,几乎 所 有 的 成 熟 mRNA 有 5 贝子 (cap) 结 枸 , 多 数 还 有 3 的 polyt A) 
尼 。 这 些 结构 都 是 在 转录 后 经 过 修饰 的 结果。 

成 熟 真 核 生物 的 mRNA 并 没有 游离 的 5 器 ,而 是 一 种 被 称 为 帽子 的 结构 。 ^| RE 
生物 的 mRNA 可 有 不 同 的 帽子 结构 , 同 - .种 真 核 生物 的 mRNA 也 常 有 不 同 的 帽子 结构 。 
同一 种 mRNA 是 敬 有 不 同 的 帽子 结构 ,日 前 尚 不 清楚 。 真 核 生物 的 帽子 结构 可 归纳 为 三 
种 :m7GpppX 为 帽 于 0;m7GpppXm 为 幅 I:m7GpppXm Ym %08 3, 

帆 子 结 鬼 的 作用 还 不 十 分 清楚 ,但 可 以 肯定 共有 重要 的 功能 。 目前 认为 它 有 下 列 作 
用 ;中 为 核糖 体 识别 mRNA t£ 0 i 加 增加 mRNA 的 稳定 性 ;的 与 某 些 RNA 病毒 的 正 
链 RNA 的 合成 有 关 。 

多 数 真 核 生 物 (酵母 除外 ) 的 mRNA 3' 具 有 约 为 200 bp 长 的 poly(A HEE, BAI 
特征 的 mRNA 表示 为 poly A) * ,不 具有 该 特征 的 写 为 poly(A) > poly(A BEBERE H 
DNA 所 编码 ,而 是 在 转录 后 由 RNA ERR E Be f£ 5 BE (RNA terminal riboadenylate 
transferase) fi (E F, LI ATP 为 前 体 ,添加 加 mRNA F3 KS. RNA 也 有 具有 poly(A) 
FJ. AEE mRNA 还 是 核 RNA, poly CA) 5j poly(A) AEH [ poly ( A -binding protein, 
PABP] 结 合 。PABP 的 单 体 分 子 量 为 70 kDa, 可 与 poly(A) 序 列 中 的 10—30 个 碱 基 结 合 。 
RNA zig ULP BR 6 EEBS BIOS poly(A) 聚 合 酶 ,分 子 量 为 300 kDa。poly(A) 的 添加 位 点 
并 不 在 RNA 转录 终止 的 3' 端 ,而 是 首先 由 一 360 kDa 的 内 切 酶 和 其 他 因子 识别 切 点 上 
df 13—20 个 碱 基 的 AAUAAA 和 下 游 的 SUGUGUG( 有 些 情况 例外 ) ,然后 场 除 - 段 序 
列 , 在 此 基础 上 ,由 RNA 末端 腺 井 酸 转移 酶 催化 添 吉 poly(A); AAUAAA 保守 性 很 强 ， 
只 有 少数 情况 下 有 一 个 碱 基 的 差异 ,这 段 序列 的 突变 HIER IE. poly(AA) 的 形成 。 对 poly(A) 
形成 的 机 制 可 通过 体 奸 添加 实验 来 加 以 研究 。 识别 AAUAAA 的 特异 因子 由 3 个 亚 基 组 
成 ,每 个 亚 基 均 有 和 RNA 非特 异 结合 的 能 力 , 但 单独 均 没 有 与 AAUAAA 特异 结合 的 能 
力 。 三 个 亚 基 间 的 相互 作用 可 能 使 其 具备 了 特异 识别 AAUAAA 的 能 力 。 特 异 因 子 与 内 
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TEA poly A) 聚合 酶 形成 复合 物 存在 ,由 这 一 复合 物 先 完成 前 切 过 程 , 紧 接着 进行 poly 
{ 太 ) 的 添加 。poly(AA) 育 合 酶 单独 的 催化 作用 没有 特异 性 ,与 其 他 的 两 个 成 分 结合 后 才 有 
ERTE. poly( A) & EHE 4E, poly(A) 的 生成 可 分 为 两 个 阶段 ,首先 在 mRNA 的 3 38 Ji 
10 个 左右 的 poly(A) ,该 过 程 严 格 依 蘑 AAUAAA 的 存在 , 且 是 在 特异 因子 的 协助 下 完成 
的 。 第 二 个 阶段 将 poly A) E E I tK. ,这 一 过 程 不 依赖 AAUAAA, 而 是 需要 另外 一 
个 刺激 因子 识别 已 形成 的 poly(A) 并 引导 其 延长 。 

有 些 mRNA 的 3? 端 无 poly(A) 尾 ,如 组 蛋白 的 mRNA。 其 3' 末 端的 正确 形成 依赖 于 
RNA 本 身 形 成 的 苯 环 结构 , 即 转录 终止 于 此 处 。 对 茜 环 结构 进行 宽 变 ,即便 是 改变 了 序 
列 , 只 要 维持 其 二 级 结构 ,就 不 影响 转录 的 终止 ,这 说 明 二 级 结构 所 提供 的 信息 比 序列 本 
身 更 重要 。 其 成 熟 3 来 端的 形成 也 需要 前 切 过 程 。 如 组 蛋白 H3 mRNA, 转 录 原 始 产 物 
要 经 切除 一 段 序 列 才 能 成 为 成 熟 的 mRNA。 有 三 个 成 分 参与 了 该 过 程 ,第 一 种 是 热 敏 因 
子 , 功 能 不 详 ; 第 二 种 因子 识别 剪 切 位 点 上 游 的 发 夹 结构 ;第 三 种 是 U7 snRNA, 长 56 个 
碱 基 ,其 5 末端 一 保守 序列 能 与 mRNA 893181 T EU] GAAAGA 互补 (如 图 5-7 所 
AR). UT snRNA 的 序列 和 结构 在 人 类 和 海 租 有 很 高 的 保守 性 。 
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图 5-7 组 蛋白 mRNA3' 成 熟 末 端的 形成 


另外 ,还 有 其 他 一 些 成 分 参与 了 Poly(A) 的 形成 过 程 ,如 UL snRNA (smali nuclear 
RNA)。 在 海胆 中 ,还 发 现 一 种 12 5S 的 因子 参与 多 聚 腺 苷 酸化 ,分 子 量 为 250 kDa, AUI 
— 60 TRER RNA 组 分 。 现 已 明确 *poly(A》 在 细胞 质 中 可 受 核酸 酶 的 降解 ,但 总 是 
维持 在 100 一 200 bp, 其 机 制 尚 不 十 分 清楚 ,但 细胞 质 中 有 -种 poly(A) 聚 合 酶 ,能 延长 已 
有 的 poly(A)。 关 于 paly(A) 的 功能 ,目前 认为 与 mRNA 的 寿命 有 关 。 如 去 掉 poly(A) 的 
mRNA 易 被 降解 。 但 poly(A) 的 长 度 与 其 寿命 间 没 有 发 现 相关 性 。poly( A) 与 polytA) 结 
合 罩 白 的 缺乏 能 阻止 酶 的 水 解 。 poly(AA) 的 缺失 可 抑制 体外 翻译 的 起 始 。PABP A9 kx 
能 抽 制 从 母 的 翻译 。 在 胚胎 发 育 过 程 中 ,mRNA 的 poly(A) 化 对 其 翻译 有 影响 。 非 poly 
(AHERI mRNA 作为 一 种 贮存 形式 ,在 poly(A) 化 后 开始 翻译 。 对 合 poly(A) 的 mRNA 
去 poly(A) ,可 减弱 其 翻译 。 
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poly(A) 在 分 了 生物 学 实验 中 有 很 大 的 点 用 价值 。 应 用 mRNA 的 该 特性 ,可 用 赛 聚 
(oligo) {dT) 为 引物 ,有 反 转 录 合 成 cDNA; ETI H oligoltd]) 与 载体 相连 ,用 于 从 总 RNA 中 
分 离 纯 化 mRNA- 


3. 后 加 工 与 mRNA 的 稳定 性 


转录 后 加 工 是 产生 各 种 成 熟 RNA 分 子 的 重要 过 程 。 如 原核 生物 的 RNA 和 tRNA, 
HH EHH rRNA tRNA 和 mRNA 都 要 经 过 后 如 工 的 过 程 。 各 种 RNA 分 子 的 加 工 孝 是 
在 特定 的 酶 参与 下 完成 的 ,包括 核酸 内 切 眩 和 核酸 外 切 酶 。 核 酸 酶 除 参 与 后 加 工 过 程 外 ， 
还 负责 过 剩 RNA 的 降解 。 特 别 是 mRNA ,一直 处 于 被 降解 的 过 程 中 。 无 论 是 原核 还 是 
RACE T3 ,各 种 RNA 分 子 在 细胞 内 转 孙 的 强加 是 不 同 的 。 被 降解 的 速度 也 不 同 ,但 转 录 
和 降解 可 以 达到 --- 种 平衡 状态 ,使 细胞 内 各 种 mRNA 分 子 保 持 在 特定 的 的 衡水 平 。 每 种 
FERRO TOKBEBONEEE PIS: - 定 的 要 求 。 但 日 前 还 没有 弄 清 哪些 特殊 的 序列 在 决定 着 
RNA 的 总 定性 。 

LEE VI mRNA 降解 的 方向 为 5 至 3 ,可 能 是 由 内 切 酶 在 最 后 一 个 核糖 体 乒 面 发 挥 
fEHI. A BRUM Erha IURE 3€ SSUKRERUECUE RE 现在 已 经 发 现 了 所 个 内 切 酶 水 解 
MRNA MIJA. TERARI E BEKEER mRNA 和 小 核糖 体 RNA 的 稳定 性 提高 2 一 3 信 ，。 
WEH PARE E FS mRNA ALME RE RNA 的 降解 。 出 内 切 了 作用 所 产生 的 片 眉 对 外 
HRR RETIE mRNA 分 子 中 的 二 级 结构 可 以 阻止 外 团 酶 的 作用 ,对 其 5 端的 序列 
产生 你 护 作用 。T4 MEHIA mRNA 稳定 性 较 高 ,日 该 mRNA 的 引 序 列 与 细菌 mRNA 
Ef fr fri LATE SUAE mRNA 的 稳定 性 。 因 此 ,内 切 戎 的 酶 切 位 点 的 有 尝 并 水 是 决定 mR- 
NA 稳定 性 的 唯一 因素 。 

HEH mRNA 的 稳定 性 可 能 取决 十 E FARE JCTT Cdestablizing ejemant)。 将 这 一 -元 
件 与 mRNA 结合 可 引起 该 mRNA 的 降解 .将 个 去 稳定 元 件 从 mRNA 分 子 中 去 掉 , 并 
不 能 增强 其 稳定 性 ,说 明 可 能 在 一 个 mRNA 分 人 中 有 针 个 去 稳定 jt 件 . BECER TH 
种 类 型 的 去 稳定 把 件 。 

在 有 些 不 稳定 mRNA 分 子 中 有 一 共同 的 结 移 特 征 , 即 3' 端 区 域 有 -的 50 碱 基 的 富 
5 AU 的 序列 , 称 为 AU 元 性 (AU-rich clement, ARE), E fg Y) 列 为 AUUUA, 重 复 7 
X, ARE 可 以 诱导 mRNA 脱 去 poly(A) ,失去 了 PABP 的 保护 , 易 被 降解 。 在 转 铁 蛋 白 
的 mRNA 有 一 称 为 IRE 的 序列 ,位 于 3' 端 非 翻 详 区 ,控制 善 mRNA 对 铁 离 子 深 上 度 变 化 的 
关系 。IRE 含有 基 环 结构 ,与 一 种 蛋白 质 结合 ,该 蛋白 与 mRNA 的 结合 力 受 铁 高 子 的 控 
制 。 当 铁 离子 与 蛋白 质 结合 后 ,可 与 IRE 结合 ,从 而 抑制 了 去 稳定 序列 的 作用 ; 当 铁 离子 
与 蛋白 质 解 高 后 ,不 能 与 TRE. 结合 ,mRNA 被 降解 。 

参与 RNA 降解 的 核酸 酶 类 可 能 比 参与 RNA 成 熟 过 程 的 核酸 畴 特 引 性差 一 些 。 特 
异性 较 高 的 核 酶 十 要 识别 RNA 的 空间 结构 ,如 特殊 的 二 级 或 二 级 结构 ,而 不 是 - - 段 特 异 
的 序列 。 


第 六 节 RNA 的 前 接 [39~59] 


割裂 基因 (split gene) BI AXE B EN (interrupted gene) ,是 指 编 三 某 一 RNA 的 基因 中 
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有 些 序列 并 不 出 现在 成 熟 RNA 的 序列 中 , 成熟 RNA 的 序列 在 基因 中 被 其 他 的 序列 中 
开 , 这 些 序列 称 为 介 人 序 齐 ,又 称 内 含 子 (intron)。 被 内 含 子 隔 并 的 出 更 在 成 熟 RNA 中 
的 序列 称 为 外 显 子 (exon)。-- 个 基因 的 外 显 子 和 内 含 子 共同 转 杂 首 一 条 转录 产物 中 , 然 
ERAS TERME hT 于 连接 起 来 形成 成 熟 的 RNA 分 子 ,这 一 过 程 称 为 RNA 剪接 
(RNA splicing)。 内 含 子 上 游 的 剪接 点 称 为 5' 蚤 接点 或 左前 接点 ,下 游 方 向 的 前 接点 称 为 
3' 甬 接点 或 右 甬 接点。 在 有 些 内 会 子 中 ,全 有 4 个 重复 的 保守 序列 ,长 度 为 0 一 12 个 碱 
基 。4 个 保守 序列 构成 一 种 二 级 结构 ,在 剪接 中 有 重要 作用 , 称 为 中 部 核心 结构 (central 
core structure)。 含 有 中 部 核心 结构 的 内 含 子 称 为 第 一 类 内 含 子 (group 1) ,不 合 该 结构 的 
称 为 第 二 类 内 谷子 (groub IT。 这 两 类 内 含 子 的 分 布 很 广 , 特 别 是 第 一 类 内 合子 在 细胞 器 
基因 和 核 基因 中 都 有 ,了 解 比较 详细 的 是 纤毛 原生 动物 四 膜 虫 (Terrapywraena ) 的 rRNA 
的 内 台子 。 第 二 类 内 含 子 如 酿酒 酵母 线粒体 细胞 色素 c 氧化 酶 a 亚 某 和 h 亚 基 的 内 含 子 
allal aM 和 bl1。 另 -~ 类 是 核 基因 mRNA 前 体 的 内 盒子 , 除 含 有 第 一 类 和 第 二 类 内 全 
子 外 ,还 有 一 种 具有 GA-AT 特征 的 边界 序列 。 最 后 是 tRNA 基因 的 内 含 子 ,它们 均 位 于 
反 密 码 环 。 前 三 种 内 合子 在 剪接 机 制 上 有 共同 的 特点 ,而 tRNA 内 会 子 的 剪接 机 制 各 有 
所 异 。 不 同 的 肉 含 子 与 外 显 子 的 边界 序列 有 一 定 的 共同 特征 ,如 表 S- 3 HU. 


表 5-3 不 同 内 含 子 的 边界 序列 


Nu Pda SHEER AAT 393 

S HRNAWA F AGAR SE P SU 9 AO 无 保守 序列 
第 IT 类 内 食 子 (线粒体 , 核 ) +U G4 
ANARE) * GUGOG Yn AG V 

E mRNA PES T CCAJAG 4 GU(AJAGU Yn AG 4 

酵母 核 mRNA 内 含 子 * GUAUGU Yn AG 
眼 虫 叶绿体 mRNA AA F + GUCUCCOIG Yn AUCC) 4 


内 合子 的 去 除 及 RNA 的 剪接 基本 有 三 种 方式 :在 高 等 三 核 生物 , 核 RNA 内 信子 的 
去 除 由 剪接 装填 (splicing apparatus) 完 成 ,在 外 显 子 和 内 会 子 交 界 处 和 内 会 子 内 部 有 可 供 
识别 的 特异 序列 ,剪接 装置 由 多 种 蛋白 质 和 核 蛋 白 组 成 ;有 两 类 内 合子 的 去 除 属 B NH, 
具有 中 部 核心 结构 ,形成 特定 的 二 级 结构 ,RNA 共有 催化 剪接 的 作用 ;酵母 tRNA 的 剪接 
需要 和 蛋白质 酶 的 参与 ,该 酶 与 tRNA 后 加 工 过 程 中 的 酶 有 相似 之 处 。 除 tRNA 的 前 接 之 
外 ,其 他 RNA 的 剪接 尽管 参与 反应 的 要 素 不 同 ,但 都 属于 转 酯 反应 。 

尽管 已 对 RNA 的 剪接 过 程 和 机 制 有 了 -- 定 的 了 解 , 仍 有 很 多 问题 还 不 十 分 明确 ,如 
在 核 内 甬 接 是 否 有 特殊 的 定位 ,剪接 是 否 与 RNA 其 他 的 生物 学 过 程 有 关系 ,剪接 是 否 可 
途 成 不 连续 基因 和 连续 基因 在 基因 表达 上 有 所 区 别 ,以 及 如 何 保证 剪 切 位 点 选择 的 正确 
性 等 ,都 有 待 于 进一步 探索 。 
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一 、 核 基因 mRNA 的 剪接 


mRNA 的 基因 在 低 等 真 核 生 物 中 只 有 少数 含有 内 会 子 ,为 不 连续 基因 。 而 随 着 进化 
程度 的 增高 ,不 连续 基因 的 数目 不 断 增加 。 在 典型 的 哺乳 动物 基因 中 , 约 有 7 一 8 T P396 
子 , 分 布 在 16 kb 左右 的 范 肝 内 。 外 显 子 较 短 (100 一 200 bp), 内 会 子 较 长 (1 kb)。 初 始 
转录 产物 称 为 mRNA 前 体 , 与 基因 是 等 长 的 ,去 除 内 合子 后 成 熟 的 mRNA 约 为 2.2 kb. 
在 细胞 核 中 有 一 类 核 RNA, 十 分 不 稳定 ,平均 长 度 比 mRNA 要 长 ,序列 的 复杂 程度 非常 
高 , 称 为 hnRNA, 其 中 包括 了 mRNA 前 体 。hnRNA 以 与 蛋白 质 结合 的 状态 存在 ,形成 
bnRNP。 体 外 研究 表明 ,hnRNP 的 形状 为 一 个 球体 和 一 -个 与 之 相连 的 纤维 状 结构 。 头 部 
为 直径 为 20 nm 的 球形 颗粒 ,沉降 系数 为 40 S。 主 要 成 分 为 100 一 800 TRER RNA 
和 多 种 蛋白 质 ,蛋白 质 的 分 子 量 从 34 到 120 kDa。 其 中 ,6 种 (Al .A2.B1.B2.Cl 和 C3) 
皇 户 质 称 为 核心 党 白 。 每 种 蛋白 质 在 一 个 球形 结构 中 可 有 多 个 分 子 , 蛋 白质 的 种 类 在 20 
种 左右 。 其 精确 的 结构 及 RNA 以 这 种 形式 存在 的 作用 还 有 待 进 … 步 探讨 。 

在 RNA 转录 生成 以 后 ,在 核 内 究 成 加 帽 和 加 插 的 间 时 ,内 人 灌 子 的 去 除 即 凑 切 过 程 也 
在 进行 .然后 RNA 转运 到 胞 浆 。 


1. 核 基因 mRNA 的 剪接 位 点 


核 基因 mRNA 的 剪接 位 点 人 splicing sites) 是 内 含 子 与 外 显 子 的 断裂 点 及 相 邻 内 含 子 
的 连接 点 。 经 过 比较 mRNA 与 其 基因 的 序列 ,可 以 发 现 内 含 子 和 外 显 子 的 接头 点 有 -一些 
特点 : :个 内 含 子 的 两 端 没有 广泛 的 序列 司 源 性 或 互补 性 ,但 有 形成 -级 结构 以 使 前 接点 
相 避 洁 近 的 可 能 ; 坦 接 点 有 一 短 的 十 分 保守 的 序列 ;外 显 子 -AgsG73 — Gio To Ao Ass Cas 
Te3…12PyNCosAlooGio 一 外 显 子 。 在 内 含 子 两 器 分 别 有 两 个 非常 保守 的 碱 基 ,左前 接点 
为 GT, ENIAN AG. 下 面 的 数字 表示 该 位 置 碱 基 所 出 现 的 百分数 。 内 合子 在 剪接 位 
点 的 这 种 特征 又 称 为 GT-AG 规则 。 点 突变 研究 证 明 , 剪 接 位 点 GT 或 AG 的 突变 可 以 阻 
JERK LRL EGONEAN np Ron bk frs d (3) B Boo REPRE B SLE 
所 有 的 真 核 细胞 核 基因 的 内 含 子 均 遵循 GT-AG 规则 ,这 也 暗示 着 这 类 内 含 子 存 在 着 共 
同 的 剪接 机 制 。 线 粒 体 .叶绿体 和 酵母 tRNA 的 内 含 子 不 遵循 这 一 规则 ， 

典型 的 哺乳 动物 的 mRNA 有 多 个 内 会 子 。 要 将 这 些 内 会 子 全 部 去 除 并 使 外 显 子 正 
确 的 连接 起 来 ,肯定 存在 着 十 分 精确 的 作 用 机 制 。 可 能 会 有 以 下 两 种 机 制 ;RNA 本 身 有 
一 种 性 质 使 内 会 子 末端 的 某 一 点 连接 起 来 ;所 有 的 S 剪接 点 具有 相同 的 功能 ,所 有 的 3/ 
甬 接 点 没有 结 衔 上 的 区 别 , 剪 接 遵循 着 某 一 规则 ,保证 5 剪接 点 正确 的 与 3' 前 接点 相连 。 

ECER, k RNA 的 剪接 位 点 及 其 周围 并 没有 自身 的 互补 序列 ,但 在 实验 中 ,5 3j 
点 总 是 能 正确 的 与 3 前 接点 相连 。 如 将 SV40 早期 转录 单位 的 第 一 个 外 显 子 连接 到 B- 
球 蛋 白 的 第 三 个 外 显 子 后 面 ,通过 剪接 仍 能 产生 SY40 外 显 子 和 8- 球 蛋白 外 显 子 的 杂 合 
体 。 这 说 明 :剪接 位 点 具 通用 性 ,而 内 含 子 的 其 他 序列 (包括 二 级 结构 ) 不 提供 特定 的 信 
息 ,对 剪接 不 产生 影响 ;剪接 装置 没有 组 织 特异 性 , RNA 只 槛 含有 正确 的 前 接点 ,在 任何 
细胞 中 都 可 正确 的 前 接 ,但 也 有 些 例 外 的 情况 。 护 上 述 剪 接 的 机 制 去 推理 , 任 一 529i 
点 可 与 任 -3 剪接 点 发 生 剪接 ,但 实际 上 情况 正好 相反 ,前 接 只 发 生 在 同一 个 内 含 子 的 
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S3] 3 剪接 点 间 ,其 机 制 尚 不 明了 。 

在 RNA 剪接 过 程 中 ,内 含 子 的 去 除 是 否 有 特定 的 顺序 ,也 是 需要 了 解 的 问题 。RNA 
印迹 法 (RNA bletting ) 可 用 于 分 析 核 RNA 间接 过 程 中 的 中 间 体 ,从 而 确定 内 含 子 去 除 的 
顺序 。 通 过 对 卵 粘 蛋白 mRNA 的 印迹 可 得 到 4 个 明 量 的 条 带 ,说 明 剪 搂 有 特定 的 途径 ， 
如 果 内 含 子 的 去 除 是 随机 的 ,理论 上 应 有 300 种 以 上 的 中 间 体 出 现 ,印迹 不 会 出 现 上 述 结 
果 。 可 以 发 现 售 不 同 内 含 子 的 中 间 产 物 , 因 此 内 含 子 的 去 除 似 没有 特定 的 顺序 ,但 也 发 现 
有 一 化 的 规律 , 当 只 去 除 一 个 内 仿 子 时 ,该 内 谷子 总 是 内 含 子 5 或 6; 当 去 除 两 个 时 ,包括 
内 含 子 5 或 6 的 情况 占 多 数 , 但 另 - -个 不 其 确定 。 内 含 子 3 很 少 在 剪接 的 前 三 步 被 去 除 。 
上 述 内 含 子 去 除 的 次 序 可 以 总 结 为 576,74/4,2,3 扩 1。 可 以 肯定 的 说 还 存在 其 他 的 方式 ， 
也 有 第 4 或 ?个 内 含 子 最 后 才 去 除 的 情况 。 通 过 上 述 实 验 可 以 看 出 ,RNA 的 构象 影响 前 
接点 的 选择 ,在 去 除 特 定 的 内 含 子 后 ,构象 发 生 -一 定 的 变化 ,再 选择 新 的 前 接点 。 但 内 含 
子 去 除 有 不 同 的 次 序 说 明 疝 一 剪接 阶段 可 有 不 同 的 构象 。 对 于 更 长 的 基因 ,要 分 析 构象 
对 剪接 的 影响 会 更 加 困难 。 另 外 ,前 接 反 应 并 不 是 按 内 含 子 在 RNA 前 体 上 的 顺序 进行 
的 。 有 一 种 模型 认为 剪接 装置 与 5 前 接点 结合 后 , 沿 RNA 前 体 分 子 向 3' 前 接点 移动 ,这 
样 就 保证 了 前 接 的 正确 性 。 但 也 有 一 些 现象 该 学 说 不 能 解释 。 


2. 核 基因 mRNA 前 接 的 机 制 


体外 剪接 系统 是 研究 剪接 机 制 的 重要 手段 ,通过 该 系统 可 以 研究 RNA 剪接 的 中 间 
疗 物 及 菜 种 成 分 在 苹 接 中 的 作用 。 核 提取 物 能 完成 RNA 前 体 的 剪接 ,说 明 剪接 与 转录 
过 程 无 关 。 前 接 与 RNA 的 修饰 状态 也 没有 关系 ,没有 帽子 结构 或 poly A) EE RS RNA 3f 
能 完成 剪接 。 

甬 接 可 以 分 为 三 个 阶段 进行 。 第 一 阶段 ,内 含 子 的 5 端 切 开 ,形成 游离 的 左 侧 外 显 
子 和 右 俩 的 内 含 子 -外 显 季 分 子 。 左 侧 的 外 显 子 旦 线 状 ,而 右 侧 的 内 会 子 -外 显 子 并 不 哇 
线 状 。 在 距 内 合子 的 3' 端 约 30 个 碱 基 处 有 一 高 度 保 守 的 A, PRI A £ RLA (branching 
site) MARA T PHI S S- RRL A 相连 ,形成 一 个 套 索 (lariat) 结 构 。 第 
二 个 阶段 ,内 会 子 的 3 剪接 点 被 切断 而 以 套 崇 状 释放 ,与 此 同时 右 侧 外 显 子 与 左 侧 外 显 
子 连 在 一 起 。 第 三 个 阶段 ,内 合子 的 套 索 被 切 开 , 形 成 线 状 并 很 快 被 降解 。 

完成 前 接 所 需 的 条 件 只 有 三 个 序列 , 即 5"GT .3'AG 和 分 支点 序列 。 经 突变 实验 证 
明 , 内 合子 或 外 显 子 其 他 序列 的 缺失 并 不 影响 剪接。 也 说 明 甬 接 过 程 不 需要 内 含 子 或 外 
显 子 的 特定 构象 。 分 支点 周围 的 序列 也 有 一 定 的 保守 性 ,在 酵母 保 守 人 性 很 强 , 其 -至 序列 
为 UACUAAC。 其 他 高 等 真 核 生物 保守 程度 差 -… 些 ， 但 也 有 一 定 的 规律 ,一 定位 置 倾向 
于 或 是 嘎 叭 或 是 喀 啶 ,其 一 致 序列 为 Pygo NPygo Pygo Purs APYo5 0 分 支点 位 于 内 含 子 3 前 
接点 18 一 40 ARERI 在 醇 母 中 ,分 支点 序列 的 突变 可 阻止 剪接 过 程 。 高 等 真 核 生物 
分 支点 序列 有 一 定 的 灵活 性 , 当 分 支点 缺失 时 ,可 以 选择 其 他 的 相 类 似 的 序列 来 替代 ,并 
能 产生 正确 的 剪接 产物 ,但 替代 位 点 部 是 尽 可 能 的 接近 原来 的 分 支点 。 因此 ,分 支点 的 作 
用 是 选择 距 之 最 近 的 3 剪接 点 作为 与 5 剪接 点 相连 的 划 位 点 。 

套 索 是 通过 内 含 子 5 的 保守 G 与 分 支点 A 形成 磁 酸 二 酯 键 而 形成 的 ,这 两 个 碱 基 在 
所 有 的 真 核 生物 高 度 保守 。 在 醇 生 中 ,分 次 点 为 UACUAAC 的 倒数 第 二 个 A, 这 和 上 述 
规律 也 是 相 统 一 的 。 在 剪接 过 程 中 ,没有 酶 的 参与 ,但 存在 一 种 机 制 在 反应 前 对 上 述 保守 
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的 序列 进行 检查 。 如 在 酵母 中 ,UACUAAC 发 生 罕 变 会 阻止 任何 疯 接 反应 。 所 以 在 切断 
内 含 子 5 端 前 ,必须 首先 识别 分 支点 。 在 有 些 5 前 接点 的 突变 中 ,只 能 形成 合 索 结构 。 
如 内 沪 子 的 第 一 个 磊 基 由 GEA A, 可 切断 左 删 外 显 子 并 形成 套 索 , 但 反应 不 能 进一步 
进行 。 分 支点 序列 的 突变 可 阻止 3 剪接 点 的 断裂 。 另 外 一 些 罕 变 只 是 简单 的 阻 断 前 接 
反应 。 

根据 3 前 接 点 罕 变 对 剪接 的 影响 ,可 将 内 谷子 分 为 两 类 ,一 类 内 会 子 3 前 接点 的 罕 
变 不 影响 5 疯 接 点 的 断 帮 及 侍 案 的 形成 ,而 另 一 类 内 含 子 则 抑制 上 述 反应 。 上 述 实验 说 
明 ,在 剪接 反应 前 ,有 某 种 机 制 对 剪接 所 需 的 序列 元 件 进行 检查 ,只 有 这 些 元 件 都 存在 的 
情况 下 剪接 反 应 才 会 开始 ,而 任 一 元 件 的 严重 缺失 都 会 抑制 剪接 反 应 。 如 果 每 个 元 件 在 
适当 的 位 置 上 以 可 识别 的 形式 存在 , 旷 接 反应 才能 起 始 , 但 反应 会 停止 在 突变 元 件 处 ，。 

剪接 过 程 中 的 反应 为 转 乒 反应 {transesterification), 即 酯 键 由 一 个 位 置 转 称 到 另 -- 个 
位 置 (如 图 5-8 所 示 )。 首 先 由 UACUAAC 的 和 AA 对 了 前 接点 发 动 杂 水 攻击 ,然后 由 已 释 
放 的 外 显 子 的 3 了 端 攻击 3' 问 前 接点 。 在 剪接 反应 前 后 , 磁 酸 二 酯 键 的 数目 并 没 改变 ,只 
基 由 原来 的 两 个 5 - 3 乌 酸 二 酯 键 (内 合子 与 两 个 外 显 子 间 ) 变 为 4- 3 CA P iz T fI) 
Fn 5-2 (VR TOEEBBI EAS HB. 
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一 基 道 过 RNA 经 碱 基 配对 的 方式 形成 二 级 结构 ,而 后 由 酶 识别 。 在 后 一 种 可 能 中 ,识别 
* 186 。 


前 接点 的 RNA 可 以 来 源 于 转录 产物 的 本 身 ( 如 线粒体 的 内 合子 ) ,或 来 源 于 其 他 的 RNA 
分 子 。 在 真 核 生物 细胞 的 细胞 核 和 细胞 浆 中 ,存在 着 很 多 的 小 分 子 RNA, 长 度 在 100 — 
300 个 碱 基 ,在 酵母 可 达 1 000 个 碱 基 。 它们 的 丰 度 有 很 大 区别, 会 量 最 多 的 可 达 每 个 细 
胞 105 — 105 个 分 子 ,会 量 最 小 的 用 生物 化 学 方法 检测 不 到 ,只 有 用 功能 实验 才能 检测 到 。 
细胞 核 中 的 小 分 了 RNA 称 为 snRNA, 位 于 胞 质 中 的 称 为 scRNA (small cytoplasmic 
RNA). 它们 均 以 核 蛋 白 颗粒 的 形式 存在 ,分 别称 为 snRNP 和 scRNP, 又 俗称 为 snurps 
和 scyrps。 一 个 snRNP UE — AES A RNA 分 子 和 10 个 左右 的 蛋白 质 分 子 ,其 中 有 些 
RARER snRNP 颗粒 所 特有 的 ,有 些 是 凡 种 所 共有 的 。 通 过 在 酵母 进行 的 突变 实 
验 , 可 以 证 明 snRNA 分 于 的 重要 功能 ,特别 是 那些 参与 前 接 的 snRNA ,这些 RNA 分 子 基 
因 的 突变 是 致死 突变 。 有 些 参 与 剪接 的 snRNA ,在 高 等 真 核 生物 属 较 高 丰 度 的 ,但 在 醇 
母 却 壤 较 低 丰 度 的 。 在 参与 剪接 的 snRNP 分 子 中 ,RNA 含有 与 3' 或 5 前 接点 或 分 支 序 
列 互补 的 序列 ,这 种 snRNA 与 mRNA 前 体 或 snRNA 之 间 碱 基 配 对 在 剪接 中 超重 要 作 
用 。 

各 种 参与 剪接 的 成 分 形成 一 个 剪接 体 系 , 称 为 剪接 体 (spliceosomey) ,大 小 在 50 — 
60 S, 与 核糖 的 大 亚 基 相似 。 该 体系 由 几 种 snRNP 和 大 量 的 其 他 的 蛋白 质 分 子 组 成 ,这 
些 蛋 白质 分 子 称 为 前 接 因子 ,合计 有 4 和 0 多 种 。snRNP 主要 有 ULU, US € UA/U6,U1. 
U2 和 US snRNP 分 别 只 合 有 一 个 snRNA 分 子 和 约 20 种 蛋白 质 ,U4AU6 snRNP 会 U4 
和 U6 两 种 snRNA, 同时 含有 几 种 蛋白 质 。 所 有 的 snRNP 所 含 的 蛋白 质 约 有 40 余 种 ,其 
中 一 部 分 直接 参与 剪接 ,另外 一 些 可 能 提供 特定 的 结构 ,或 是 起 组 装 颗粒 的 作用 ,或 是 起 
联系 占 粒 的 各 种 成 分 的 作用 。 每 种 snRNA 的 核心 由 一 组 蛋白 质 构成 ,能 被 其 抗 血清 识 
别 , 说 明 这 些 蛋 白质 存在 保守 序列 。 所 有 snRNA 在 动物 、 鸟 类 和 昆虫 有 一 定 的 保守 性 , 且 
在 酵母 中 都 能 找到 相对 应 的 snRNA 分 子 , 内 不 过 国 母 中 长 得 多 ,但 都 含有 相对 保守 的 区 
域 和 特征 。 剪 接点 和 分 支点 序列 由 剪接 体 识别 ,snRNA 和 和 量 白 质 都 参与 了 识别 ,特别 是 
snRNA 之 间 及 与 mRNA 间 的 磊 基 配对 起 重要 作用 。 剪接 体 按 一 定 顺 序 组 装 ,已 分 离 到 
一 些 组 装 的 中 间 体 。 只 有 组 装 完整 的 剪接 体 才 有 功能 。 在 剪接 反应 中 ,前 接 体 还 会 释放 
和 添加 某 些 成 分 。 

人 类 的 UI snRNP AA UI snRNA 和 8& REEL EE, UI snRNA 有 几 个 功能 区 域 ( 如 
图 5-9 BOR), Sm 结合 位 点 (抗体 结合 位 点 ) 可 与 snRNP 所 共有 的 蛋白 质 相 结合 ,由 葵 环 
结构 所 组 成 的 几 个 功能 区 域 与 U1 snRNP 特有 的 蛋白 质 结合 。 

真正 参与 剪接 的 区 域 位 于 5 端的 11 个 核 背 酸 , 呈 单 链 状 态 ,含有 一 可 与 内 含 子 5 前 
接点 互补 的 序列 ,通常 可 形成 4~6 bp 的 互补 区 域 。 在 体外 ,完整 的 Ul snRNP 颗粒 能 与 
S 剪接 点 结合 ,但 纯化 的 UI snRNA 没有 结合 5 剪接 点 的 能 力 ,说明 snRNP 颗粒 中 的 其 
他 成 分 保证 了 这 一 结合 。 

经 过 对 UI snRNA 参与 腺 病毒 12 SmRNA 前 体 剪 接 的 罕 变 实验 ,可 以 进步 明确 二 
者 间 的 相互 作用 。 正 常 的 UI snRNAS 端的 序列 为 (5 )UACUUAC(3), 其 中 3 的 AC 及 
CU 可 以 和 12 SmRNA 前 体 的 5 藤 接 点 附近 序列 (3 YGGAGUG(5 的 UG 及 AG 配对 : 

Ul snRNA;3'CAUUCAUS' 

12 S mnRNA;5'GUGAGG3' 
如 果 将 了 的 GG EA AU, B.: 
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图 5-9 人 类 ULsnRNA 的 结构 


U1 seRNA3CAUUCAUS 

12 S mRNA:5/GUGAAUS' 
则 剪接 不 能 应 常 进行 。 如 果 再 将 UL snRNA 的 余数 第 三 个 C 变 为 UBI. 

Ul snRNA:3'CAUUUAUS' 

12 8 mRNA; 5'GUGAAUS' 
剪接 又 能 正常 进行 。 在 第 一 次 突变 中 ,没有 改变 二 者 间 碱 基 配 对 数目 ,只 是 改变 了 了 碱 基 配 
对 的 位 置 ,前 接 就 会 因此 向 被 抑制 。 第 二 次 突变 改变 了 UI snRNA 的 一 个 大 基 , 和 使 二 者 
闻 的 配对 关系 变 为 4 个 ,但 其 中 包括 了 正常 状态 下 的 兰 个 配对 碱 基 ,尽管 有 一 对 碱 基 的 种 
类 发 生 了 变化 ,但 剪接 奶 能 正常 进行 。 这 说 明 藤 接 的 进行 党 要 Ul snRNA 与 剪接 点 的 碱 
基 配 对 的 关系 ,但 并 不 仅仅 依赖 于 配对 的 数 月 ,更 依赖 于 配对 的 位 置 。 

U2 snRNA 含有 能 与 分 支点 内 近 序列 互补 的 顺序 ,位 于 其 5 iIH YI. H U2 snRNA 
的 抗 林 进行 免疫 沉淀 可 分 离 到 U2 snRNA 与 内 省 子 的 结合 体 。 

REK mRNA 前 体 剪 接 的 第 一 步 是 已 复合 物 (早期 前 剪 切 复合 物 ) 的 形成 ,该 复合 物 
8 4 UI snRNP 及 剪接 因子 ULAFI U 辅助 因子 )。 玉 复合 物 的 形成 确定 了 要 前 楼 
的 mRNA BE, UI snRNA 与 内 合子 的 $ 前 接点 通过 碱 基 配 对 结合 。 这 一 结合 同时 也 
需要 UI snRNA 与 分 支点 序列 的 结合 ,因为 分 支点 序列 的 突变 可 阻止 U1 snRNA 与 剪接 
AERE. Ul snRNA 与 分 支点 序列 结合 的 机 制 尚 不 十 分 清楚 ,可 能 需 snRNP 颗粒 中 的 
其 他 成 分 或 其 他 辅助 因子 参与 。U1 snRNA 可 能 只 起 识别 剪接 点 的 作用 ,在 剪接 体系 
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组 装 完成 后 ,可 以 解 离 下 来 而 不 参与 切断 前 接点 的 过 程 。 在 上 述 结合 完成 后 ,U2 snRNA 
才能 与 分 支点 序列 结合 。U2 snRNA 与 亡 复 合 物 的 结合 形成 A 复合 物 。U2 snRNA Ñ 
过 碱 基 配对 来 识别 分 支点 并 与 之 结合 。U2AF 前 接 因 子 与 分 支点 下 游 的 官 含 罚 啶 的 区 域 
HA, UAF 对 于 U1 snRNA 和 U2 snRNA 均 有 辅助 作用 。 在 酵母 中 ,U2 snRNA 与 分 支 
点 序列 UACUAAC 形成 了 个 碱 基 对 ,这 过 程 需 剪接 因子 UzAF, 并 需 ATP 供 能 。 上 已 提 
及 ,分 支点 位 于 内 含 子 的 3' 端 ,U1 及 U2 snRNA 的 结合 ,可 使 得 两 个 前 接点 在 空间 位 置 
上 相互 接近 ,完成 了 剪接 的 超 始 阶段 。 在 这 一 过 程 中 ,U1 和 U2 snRNA(RNP) 起 关键 的 
作用 。 在 二 者 失 活 的 情况 下 ,3 前 接点 将 不 能 被 切 开 , 套 索 结构 也 不 能 形成 。U1 snRNA 
与 剪接 点 结合 后 ,UzAF 才能 与 分 支点 结合 ,并 使 得 5 和 3 前 接点 互相 人 靠近。 剪接 体 中 
还 有 一 组 蛋白 质 成 分 , 称 为 SR 蛋白 (SR protcin) 属 于 前 接 因 子 和 调解 因子 。 上 自前 已 鉴定 
36 种 ,含有 Arg-Ser 富 含 区 ,长 度 有 所 差异 。 与 RNA 结合 的 序列 特异 性 差 。 可 形成 RNA 
底 物 的 椎 架 结构 ,将 UAF 与 Ul 连接 在 一 起 。 体 外 实验 中 ,在 没有 UI 的 情况 下 ,SR 蛋 
白 能 将 UsAF 与 U2 snRNA 结合 。 有 些 3 前 接点 能 与 U,AF 和 U2 snRNP 有 效 的 结合 ， 
活 要 有 其 他 的 序列 与 SR 蛋 户 结合 ,来 协助 UAF 与 分 支点 的 结合 。 这 些 序 列 称 为 剪接 
增强 子 (splicing enhancer) , 常 位 于 3' 脐 接点 外 显 子 的 下 游 。 

在 内 食 子 较 长 和 剪接 点 较 弱 时 ,剪接 体 的 形成 可 能 还 存在 其 他 的 途径 。5’ 剪接 点 依 
TRE Ul snRNP 识别 ,但 3 剪接 点 的 识别 则 是 通过 一 个 复合 物 来 识别 ,该 复合 物 包 括 了 
下 一 个 外 显 子 ,该 外 显 子 的 5 前 接点 也 由 UI snRNP 结合 ,并 经 SR 蛋白 与 UAF 连接 。 
在 U2 snRNP 结合 形成 A 复合 物 后 ,会 产生 重 排 现象 ,使 复合 物 与 正确 的 5 前 接点 结合 。 
US 和 U47U6 snRNP 三 聚 体 与 A 复合 物 的 结合 形成 B, 复合 物 , 这 时 复合 物 中 已 包括 了 
所 有 剪接 所 需 的 成 分 ,因此 可 将 Bi 复合 物 看 成 是 剪接 体 。 接 下 来 Ul snRNP 释放 ,Bl 复 
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图 5 10 U2 SU6,U2 与 出 省 子 的 
碱 基 配 对 及 产生 的 活性 位 点 
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图 $-11 HHA mRNA 的 剪接 


会 物 转变 为 复 合 物 。 还 不 清楚 UI snRNP 居 如 何 脱 离 复合 物 的 。Ul snRNP BRE X 
可 引起 前 接 体 中 各 种 成 分 空间 位 置 的 变化 ,特别 是 UG snRNP。US snRNP 原来 靠近 5 
前 接点 ,Ul snRNP 释放 后 移 到 了 内 会 子 其 他 的 序列 上 。 

U4 snRNA 的 释放 会 触发 催化 反应 的 进行 。 在 此 ,U4 的 功能 可 能 是 暂时 封闭 U6 的 
功能 。 在 U4AU6 snRNP 中 ,U6 有 -26 个 碱 基 的 连续 区 域 与 U4 的 两 段 府 列 互补 。U4 
的 解 离 可 使 U6 的 这 段 序列 游离 并 呈 田 一 种 结 梅 形 式 , 其 中 有 一 部 分 与 U2 形成 双 链 结 
构 , 另 一 部 分 自身 形 成 发 夹 结 构 。 由 此 可 见 ,U4 的 释放 控制 着 剪接 的 进行 。U6 snRNP 
与 5 剪接 点 的 保守 顺序 (GU) 缚 合 , 有 时 还 与 GU 下 游 的 -BESRA ER. RNA 之 
WKH RNA 底 物 闻 存 在 着 多 种 配对 关系 ,如 UICUCCAUUCA) 与 5 前 接点 {UGUAUG- 


* 190 > 


GA) ,U2(UAGUA) 5 4* XC: (UACUAAC) ,U6(AC) 与 5 前 接点 (GU) 及 US 与 两 个 外 显 
子 等 。 在 snRNP 之 间 和 和 snRNP 与 底 物 RNA 之 间 存 在 一 些 相近 的 序列 。 在 环 部 结构 中 
存在 单 链 区 。 这 些 要 素 均 是 剪 切 所 必需 的 。 

剪接 体 中 起 催化 转 酯 反应 的 成 分 尚未 于 清楚 ,也 不 知道 是 蛋白 质 还 是 RNA 在 起 作 
用 ,只 是 推测 U2 和 U6 形成 的 RNA 结构 可 能 是 其 中 的 成 分 之 一 ,U2 与 U6 及 U2 与 内 
合子 间 的 相互 作用 会 产生 具有 惧 化 活性 的 区 域 和 位 点 {如 图 5- 10 所 示 )。 套 索 结 构 的 功 
能 是 定位 3 藤 楼 位 点 。 在 第 一 次 转 栈 反应 即 5 前 接点 断 允 和 套 索 结构 形成 后 ,立即 进行 
第 二 步 转 酯 反应 ,该 反应 需 US snRNP 与 3 前 接点 的 结合 。 但 目前 尚 不 清楚 US snRNP 
是 否 通过 碱 基 配 对 来 识别 靶 序 列 的 ,也 没有 发 现 二 者 间 有 互补 序列 。 蛋 白质 成 分 可 能 参 
与 了 此 过 程 ,已 鉴定 到 了 一 种 蛋白 质 可 与 该 位 点 结合 , 它 可 能 基 snRNP 的 某 种 成 分 。 整 
个 剪接 过 程 如 图 5-~11 所 示 。 

通过 上 面 的 叙述 ,我 们 可 以 清楚 的 看 出 ,在 剪接 过 程 中 ,剪接 体 中 的 各 种 snRNA LE 
snRNA Ej JA BTE BR RERO EREE N , ETa Ll HP AELA T E E I 
行 ,使 参与 反应 的 基 团 处 于 合适 的 位 置 ,并 可 能 产生 具 催 化 作用 的 活性 中 心 。 而 且 , 上 述 
结构 的 变化 是 可 道 的 ,如 U6 在 反应 后 还 要 与 U2 分 离 ,以 便 与 U4 结 台 从 而 参与 下 一 轮 
的 剪接。 1 

由 参与 剪接 的 各 种 snRNA 和 蛋白质 形成 一 个 很 大 的 复合 物 , 称 为 前 接 体 , 它 是 -个 
50—60 S$ 的 核 重 白 体 颗粒 。 在 剪接 体 中 ,很 难 发 现 线形 的 S 外 显 子 和 套 索 结构 ,说 明 3 
蚤 接点 的 断 异 和 外 显 子 的 连接 是 一 个 非常 迅速 的 过 程 。 从 作用 形式 上 看 ,剪接 体 中 涉及 
T RNA 和 RNA ZA RNA 和 蛋白 质 之 间 及 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 ,这 一 点 上 和 核糖 体 
+ 分 相似 。 电 和 镜 下 灿 窜 到 的 前 接 体 为 25 nm ~ 50 nm, 包括 U1 U2, U4. U5 和 和 
U6 snRNP。 剪 接 体 中 各 种 snRNP 不 只 是 具有 单一 的 功能 。 在 snRNP 分 子 中 ,存在 着 不 
闻 的 功能 区 域 , 行 使 不 同 的 功能 。 如 Ul snRNP RERE U2 snRNP 的 结合 ,又 能 与 5 前 
接点 结合 。U2 snRNP 分 子 中 除 含有 与 分 支点 结合 的 区 域外 ,还 有 与 剪接 体 中 其 他 成 分 
相互 作用 的 区 域 。 

在 酵母 的 突变 研究 中 ;发 现 了 一 些 与 前 接 有 关 的 基因 , 称 为 PRP(pre-RNA process- 
ing) 基 因 。 它 们 所 编码 的 产物 有 的 是 RNA £& eR ES ,有 的 属于 依赖 ATP 的 RNA 螺旋 酶 
家 族 。 有 些 PRP 编码 蛋白 是 剪接 体 的 成 分 ,有 些 是 独立 起 作用 的 因子 。PRP16 和 PRP? 
部 属于 依赖 ATP 的 RNA MUERE PRPIG 参与 第 二 次 的 转 酷 反 应 ,PRP22 参与 成 熟 的 
mRNA 分 子 从 前 接 体 中 的 释放 。 在 转 栈 反应 中 ,并 不 需要 能 量 ,ATP 水 解释 故 的 能 量 可 
能 是 用 于 甬 接 过 程 中 的 某 些 构象 变化 。 


二 、 第 一 类 内 含 子 的 剪接 


第 一 类 内 含 子 的 分 布 很 广 。 它 冯 在 于 低 等 真 核 生物 的 rRNA 基因 ,如 四 膜 虫 (Tz- 
trahymena thermophila ) , 真菌 线粒体 中 也 常 能 发 现 这 类 内 含 子 。 非常 有 趣 的 是 在 T4 n 
菌 体 的 三 个 基因 中 也 发 现 了 第 一 类 内 会 子 , 这 一 发 现 使 内 含 子 的 存在 扩展 到 了 原核 生物 
此 类 内 含 子 的 特点 一 有 基 前 接 记 于 自 剪接 (self-splicing, autosplicing) ;二 是 形成 明显 的 二 级 
结构 ,共有 形成 9 个 莽 环 结构 。 内 会 子 的 长 度 差 异 很 大 ,保守 序列 距 甬 接 位 点 很 远 。 

* 191 。 


1. 第 一 类 内 会 子 所 形成 的 二 级 结构 


所 有 的 第 -- 类 内 含 子 均 有 特征 性 的 二 .级 结构 ,有 的 其 至 有 三 级 结构 。 在 其 一 级 结 攀 
中 有 四 个 保守 六 列 ,依次 为 5-P-Q-R-S- 3 ,其 各 自 的 一 致 序列 为 P;AUGCUGGAAAI; 
Q: AAUCAGCAGG; R: UCAGAGACUAA; S: AAGAUAUAGUCC, [8 5 - 12 是 四 膜 虫 第 
—3& y & TH ESSI E ER 


£^ G-Oil 


CUCUCUIA 
uGCGGG 


GGGAGG ACOCCC 


IGS 


UAGUC 


AUCAG IAAT 3380 2p 


5-12 第 一 类 内 含 子 的 : -级 结构 


四 膜 虫 第 一 类 内 信子 的 二 级 铺 构 有 9 个 区 域 (P1 一 急 。 其 中 有 两 个 由 第 AXENAT 
共同 保守 序列 以 碱 基 配 对 形成 ,P4 h PI Q EER 6—7 个 碱 基 的 配对 ,P7 由 民 和 S 间 
形成 5 个 碱 基 的 配对 。 其 他 的 蔡 环 结构 也 是 由 两 段 互补 序列 形成 ,但 这 些 序列 没有 发 现 
有 保守 性 ,不 同 的 内 会 子 中 序列 各 蜡 。 内 合子 中 有 一 段 序列 可 与 外 显 子 的 某 一 序列 互补 ， 
称 为 内 部 引导 序列 (internal guide sequence, IGS), P1 即 由 二 者 形成 。 罕 变 分 析 证 明 P3、 
P4,P6 和 P7 属于 核心 结构 ,是 能 体现 出 催化 活性 的 最 小 区 域 ， 

上 述 二 级 结构 的 形成 对 于 剪接 非常 重要 ,有 些 硫 基 的 配对 可 为 前 接 提供 合 适 的 构象 。 
Pi 中 包括 了 左 例外 显 子 的 3" 端 和 内 含 子 的 IGS。 原 来 认为 IGS 可 将 剪接 点 拉 在 一 起 , 现 
在 看 来 这 一 反应 并 不 是 剪接 所 必需 的 。P7 PI 间 的 一 个 非常 短 的 序列 ,只 有 2 个 碱 基 ， 
可 与 内 台子 3 端的 台 前 面 的 2 个 碱 基 配 对 。 

目前 已 建立 了 一 个 系统 ,将 四 膜 虫 的 第 一 类 内 含 子 引 和 人 8B- 半 和 乳 粮 车 酶 并 成 功 的 在 大 
肠 杆 菌 完成 前 接 。 该 系统 的 建立 为 研究 内 舍 子 的 核心 序列 在 剪接 中 的 作用 前 定 了 基础 。 
同时 也 说 明和 剪 护 可 在 与 四 膜 虫 的 内 环境 相差 较 天 的 大 肠 杆菌 细胞 中 进行 。 在 细菌 体内 的 
剪接 过 程 , 是 否 有 细菌 蛋白 质 及 其 他 因素 的 参与 还 不 清楚 。 

在 应 用 上 述 系 统 对 内 会 于 的 突变 研究 中 ,发 现 保 守 序列 的 突变 可 终止 剪接 反应 ,使 突 
变 链 的 互补 链 发 生 相 应 的 突变 而 恢复 链 间 的 配对 关系 ;可 使 剪接 能 重新 顺利 进行 ,成 为 前 
一 种 突变 的 回复 突变 。 在 线粒体 的 第 一 类 内 合子 的 研究 中 也 得 到 了 相隔 的 结果 。 这 说 明 
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第 一 类 内 含 子 的 前 接 依赖 于 内 会 子 内 部 所 形成 的 二 级 结构 ,远离 剪接 点 的 序列 可 为 自 甬 
楼 的 进行 提供 活性 位 点 。 


2. 8 A & T NES US 


自 剪 接 首 先 发 现 于 四 膜 虫 的 rRNA 的 前 接 。 四 膜 虫 的 两 种 rRNA 转录 在 一 条 35 S 
的 产物 中 ,小 的 rRNA 位 于 前 体 的 洒 例 ,大 的 (26 S)rRNA 位 于 3 Bl, 35 S 前 体 在 体外 就 
有 自 剪 切 的 能 力 。 在 有 些 种 类 的 四 膜 虫 ,26 S rRNA 的 基因 中 只 有 … 个 内 会 子 ,该 内 会 子 
切除 后 是 400 个 碱 基 长 的 线 状 片段 ,而 后 变 成 环 状 分 子 。 该 反应 只 需要 一 价 离子 .二 价 离 
子 和 鸟 背 酸 辅助 因子 ,GTP .GDP 和 GMP 均 可 ,只 要 求 鸟 苷 酸 的 3- OH。 反 应 不 需要 外 
部 能 量 的 供给 。 用 放射 性 同位 素 标 记 乌 苷 酸 参与 彰 接 反应 ,可 发 现 放 射 性 出 现在 切除 下 
来 的 线 状 内 含 子 片段 中 ,进一步 研究 确定 G 与 内 含 子 STNDLBERM RE. 

这 类 内 会 子 的 剪接 包括 三 次 转 酯 反应 ,如 图 5$-~ 13 拟 示 。 第 一 次 转 酯 反应 由 游离 的 
G 发 动 ,G 的 3-OH 攻击 内 含 子 的 5 末端 ,产生 G- 内 售 子 和 外 显 子 游离 的 3 -OH 末端 。 
第 二 次 转 酯 反应 由 上 一 个 外 显 子 的 3 一 OH 攻击 另 一 个 外 显 子 ,并 与 之 相连 ,同时 释放 线 
状 的 内 含 子 。 这 两 次 转 酶 反应 及 二 者 间 和 连接 反应 同时 进行 ,因为 从 反应 体系 中 分 离 不 
到 两 个 外 县 子 的 中 间 产 物 。 游 离 的 线 状 内 会 子 发 生 第 三 次 转 酯 反应 而 形成 环 状 。 


Y e) 
Hia Y p AT 


oOH 
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自前 接 反 说 的 过 程 出 转 酷 反应 构成 。 转 酶 反应 只 足 合 酸 酯 键 的 直接 转 称 ,没有 水 解 
皮 应 出 现 , 因 此 不 需要 外 部 的 能 量 ,也 不 击 要 供 能 物质 如 ATP 或 GTP HS5, HATA 
续 能 形成 特定 的 一 级 结构 ,从 谭 产生 适 十 剪接 反应 的 空间 构象 和 活性 位 点 ,在 G 的 参与 
下 完成 剪接 反应。 这 就 是 自 兽 接 反应 的 最 大 特点 , 即 前 接 反 应 完全 由 肉 含 子 白 身 完 成 。 
当然 ,有 了 时 反应 过 程 中 也 需要 一 些 蛋 白质 分 子 ,可 能 有 维持 RNA :级 结构 的 作用 。 

自前 接 过 程 中 产后 的 游离 内 合子 有 下 列 性 质 . 

D 线 状 分 子 具 有 自身 环 化 的 能 力 ,3' 末 疯 的 GCC414) 可 对 5° 端的 陋 个 碱 基 发 动 攻 击 
并 形成 环 化 。 多 数 情况 下 是 G414 与 Al6 反应 , 称 为 基本 环 化 区 应 (primary cy- 
clization) 少数 情 况 与 U20 反应 。 环 化 后 的 分 子 呈 环 状 ,释放 了 端的 15( 与 A16 反 
应 ;或 19 与 U20 反应 ) 个 碱 基 长 的 线 状 片 段 。 

2) 上 述 两 种 类 型 的 环 状 分 六 在 体外 G414 A16 sk G14 - U20 本 被 水 解 , 蛮 为 线 状 ， 
这 过程 称道 环 化 (roverse cyclization), G414^ Al6 产生 的 线 状 分 子 仍 有 形成 
G414 - U20 环 状 分 子 的 自身 环 化 能 力 。 环 化 形成 的 分 子 可 被 进 -- 步 水 解 ,产生 的 
线 状 分 了 称 为 L -19 RNA, 该 分 子 具 有 了 酶 活性 ,可 催化 军 聚 核 件 酸 的 延伸 。 

3) 日 驻 接 释放 的 环形 产物 具有 道 环 化 的 能 为 ,可 与 UUU 反应 ,G414- Al6 的 键 断 
裂变 为 线 状 分 子 , 六 将 UUU 加 到 5' 端 (A16)。 该 反应 为 分 了 内 反应 ,表明 该 环形 
产物 其 有 连接 两 个 RNA 分 子 的 能 力 。 

其 他 的 第 - :类 内 会 子 的 扫 兽 接 研究 没有 对 四 膜 虫 研究 得 详细 ,但 也 具有 相似 的 特点 。 

第 类 内 含 子 在 体外 其 有 自 剪接 的 能 力 , 但 在 体内 仍 需 要 - 些 生 户 质 的 参与 。 在 线 

粒 体 第 一 类 内 会 子 的 剪接 过 程 中 ,就 需要 一 些 基因 产物 (区 区 作用 因子 ) 的 参与 例如 , 粗 
PERRITA CIN . crasso ) 的 cvel 8 的 突变 可 使 其 先 去 剪接 线粒体 第 .类 内 合子 的 能 力 。 该 基 
因 编码 的 是 线粒体 tyr-tRNA 合成 酶 。 这 暗示 内 合子 可 能 具有 类 伺 十 IRNA 的 二 级 结构 ， 
可 被 TRNA 合成 酶 识别 。 酶 与 RNA 的 结合 可 能 由 接 参 与 剪接 或 是 稳定 RNA mE 
象 。 


三 、 第 二 类 内 含 子 的 剪接 


第 -关内 舍 子 最 早 发 现 二 线粒体 , 它 的 剪 搂 位 点 与 核 基 闪 mRNA 的 内 会 子 有 些 类 
似 , 遵 循 GT-AG 规则 。 在 3' 前 接点 上 游 6 一 12? bp 的 序列 比较 保守 ,为 PyPuPyPyTAPy， 
其 中 入 绝对 保守 。 在 A 的 前 后 都 有 几 个 3 一 5 个 厂 基 的 短 序列 ,能 与 上 游 的 部 分 序列 形 
成 二 级 结构 ,但 A 益 能 独立 存在 而 不 参与 一 级 结构 的 形成 。 蚊 接 机 制 与 核 基因 mRNA 也 
TID JE REG AR I DRTE P AREA BRYCEOREUR 38. .次 由 上 述 保守 的 A Bit G, 
55 — Uii G Aik 3 剪接 点 ,完成 转 柄 反应 (如 图 5- 14 所 示 )。 

分 离 到 的 第 一 类 内 会 子 在 体外 就 能 完成 剪接 反应 ,说 明 它 的 剪接 过 程 不 需要 其 他 因 
素 的 参与 ,而 RNA 本 身 就 具 洗 完成 前 接 的 能 亡 , 因此 也 属 十 目 剪 接 。 和 剪接 过 程 不 需要 外 
部 能 量 。 第 二 类 内 含 子 可 形成 6 个 蔡 环 结构 即 6 个 区 (domain),5 区 和 6 区 相隔 2 AR 
E, 上述 保守 的 A 就 位 填 6 区。A 的 2- OH 发 动 第 一 次 转 酯 反应 ,因此 可 将 该 区 域 视 为 
RNA 的 有 催化 活性 的 反 域 。 
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图 5-14 第 一 类 内 仿 子 的 转 酯 反应 


与 前 已 蟹 及 的 核 基 因 mRNA 的 剪接 过 程 相 比 ,第 二 类 内 含 子 剪 接 最 大 特点 是 不 需要 
其 他 成 分 的 参与 ,RNA 分 子 本 身 能 形成 剪接 所 需 的 空间 结构 和 催化 活性 区 域 。 在 核 基因 
mRNA 的 甬 接 过 程 中 ,需要 多 种 成 分 特别 是 snRNA 与 RNA 前 体 共同 作用 才能 形成 剪接 
所 需 的 空间 结构 ,产生 具 催 化 功能 的 区 域 。 这 可 能 是 生物 进化 的 结果 ,将 剪接 功能 由 
RNA 本 身 转移 到 了 其 他 的 RNA 分 子 万 至 蛋白 质 分 子 。 


m., RẸ tRNA 的 剪接 


上 面 讲述 过 的 剪接 反应 均 是 依赖 于 一 些 短 的 保守 序列 , 转 酯 反应 与 连接 反应 同时 进 
行 。 在 酵母 tRNA 的 剪接 过 程 中 ,采用 了 不 同 的 视 制 , 链 的 断裂 与 连接 是 两 个 独立 的 反 
应 。 

在 400 个 左右 的 酵母 tRNA 基因 中 ,有 40 TARRE, HRE- TART, ET 
友人 密码 环 3 端 ,相距 只 有 一 个 核 背 酸 ,长 度 不 一 ,在 14 — 16 bp 之 间 。 功 能 相同 的 tRNA 
的 内 含 子 有 着 相似 的 序列 ,但 携带 同一 氨基 酸 的 tRNA 的 内 会 子 的 序列 却 大 相 径 庭 。 在 
所 有 的 内 含 子 中 ,并 没有 发 现 可 被 前 切 酶 识别 的 同 源 序 列 ,无 论 是 在 植物 和 两 栖 类 ,还 是 
在 哺乳 动物 都 是 这 样 。 所 有 酵母 的 tRNA 的 内 合子 售 有 一 段 与 反 密码 环 互补 的 序列 , 序 
列 互补 的 结果 是 使 反 密 码 环 处 形成 了 一 个 与 成 熟 tRNA 分 子 不 同 的 构象 (如 图 -15 所 
示 ), 而 其 他 的 结构 均 和 成 熟 的 tRNA 相同 。 

在 酵母 tRNA 的 剪接 过 程 中 ,内 合子 的 序列 和 大 小 对 剪接 无 太 大 影响 ,很 客 帘 变 并 不 
影响 正常 剪接 。 但 有 些 宽 变 也 影响 剪接 的 进行 。 如 突变 发 生 在 内 含 子 环 部 的 一 个 配对 碱 
基 和 葵 部 的 一 个 非 配对 碱 基 , 将 会 影响 剪接 ;另外 一 些 改变 内 食 子 碱 基 配 对 状态 的 突变 也 
会 影响 藤 接 。 上 述 现象 说 明了 tRNA 一 级 结构 对 剪接 的 影响 不 大 。 研 究 表 明 ,tRNA 的 
剪接 主要 依赖 于 其 二 级 结 桔 的 特点 , 即 主 要 识别 其 二 级 结构 ,如 接受 禹 与 DRAEN., 
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TQC BEKR, PERI AE I SEES YES IEEE, RAA 
ABE tRNA 合成 酶 识 出 相应 的 tRNA 有 些 相 
似 - 

剪接 主要 分 两 步 进行 。 第 一 步 先 由 内 切 酶 切 
断 位 酸 二 酯 键 ,该 反应 属 非典 型 的 核酸 酶 反应 ,不 
需要 ATP; 第 二 步 由 RNA 连接 酶 将 疡 端 连接 形成 
SAM] RNA 分 子 ,该 反 详 需要 ATP 的 参与 。 内 切 
酶 在 内 会 了 上 的 两 端 切断 二 酯 键 ,形成 一 线 状 的 内 会 
子 分 子 和 两 个 tRNA 半分 子 。tRNA 半分 子 有 独特 
HR. SETS S RAR O OH) EE 3 2892927, 
SHERRE, BP tRNA 半分 子 经 碱 基 配 对 形 
成 一 类 似 tRNA 的 结构 。 在 加 入 ATP 后 ,可 启动 
第 二 步 反 应 。 环 形 碰 酸 基 团 在 环 化 碰 酸 二 栈 酶 的 
作用 下 打开 ,形成 的 产物 具有 2 -磷酸 基 团 和 3”… 
OH. 5'- OH 必须 被 磷酸 化 为 磷酸 基 团 , 才 能 在 连 


接 梅 的 作用 和 3 一 OH 连接 撒 成 楼 酸 二 栈 键 。 这 时 ,内 含 子 已 被 去 除 ,但 剪接 点 处 的 核 彰 
RULES —- 2'BEREGERL , 需 在 磷酸 酶 的 作用 下 去 除 ,好 后 形成 部 的 tRNA。 

2 .3 TE BERR XE ETE REV RUNE 3L 25 9000 tRNA 剪接 中 也 出 现 。 植 物 形 成 环形 克 酸 
基 轩 的 反应 与 酵 尽 基 本 相似 ,但 动物 的 反应 机 理 有 很 大 不 同 。 联 母 的 tRNA 前 体 也 可 被 
孵 细 胞 核 提取 物 催化 完成 剪接 过 程 .说 明 该 握 取 物 也 具有 识别 和 前 切 酝 母 tRNA 内 会 子 


的 能 力 ,剪接 反应 种 属 特异 性 较 点 ， 


HA RNA 剪接 的 方法 主要 是 移 建 了 了- -种 温度 敏感 的 酵母 突 恋 体 ,不 能 完成 IRNA 


的 剪接 ,tRNA 前 体 在 细胞 内 堆积 。 


所 家 这 些 tRNA 的 前 体 ,在 体外 用 细胞 提取 液 对 其 进 


行 药 接 反应 ,从 而 了 解 各 种 成 分 在 剪接 中 的 作用 及 剪接 的 过 程 和 机 制 。 
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第 六 章 蛋白质 生物 合成 


HAREHARRI translation), Eth RNA 参与 的 蛋白 质 生 物 合成 的 过 程 ， 
它 将 核酸 序列 转变 为 氨基 酸 序 列 。 参 与 翻译 的 RNA 分 子 有 tRNA, rRNA 和 mRNA。 
tRNA 的 功能 是 转运 氨基 酸 ,rRNA 与 多 种 蛋白 质 组 成 核糖 体 做 为 翻译 进行 的 场所 ， 
mRNA 做 为 翻译 的 模板 。 经 过 三 种 RNA 及 多 种 蛋白 质 的 相互 作用 ,使 mRNA 由 DNA 而 
来 的 遗传 信息 正确 的 传递 到 看 白质 。 


第 一 节 遗传 密码 9-9 
— E ft wr m 


遗传 密码 (genetic code) JÉ BE Boe 5 8 3E P P RUE 白质 的 氨基 酸 序列 的 途 么 。 由 三 
个 碱 基 代 表 一 种 氨基 酸 , 称 为 密码 子 (codon)。4 种 碱 基 可 以 组 合成 64 种 密码 子 ,而 体内 
只 有 20 种 氨基 酸 , 放 存在 多 个 密码 子 代表 一 种 氨基 酸 的 情况。 

密码 子 的 破译 是 分 子 生 物 学 发 展 史上 的 一 件 大 事 。 在 此 项 伟大 的 工作 中 ,主要 运用 
了 两 项 技术 ,一 项 是 1961 年 由 Nirenberg BOREAS ATA RE NCBCE BEA HBIERBOCR ; 88 — 
MÆ Nirenberg M Leder 发 明 的 核糖 体 结合 技术 。 这 两 项 技术 的 出 现 , 为 密码 子 的 破译 竟 
定 了 基础 。 随后 人 们 经 过 很 多 精彩 的 实验 ,只 用 了 几 年 的 时 间 , 就 破译 了 全 部 的 密码 子 ， 
同时 也 确立 了 碱 基 序列 与 氨基 酸 序列 间 的 关系 。 整个 密码 子 字 典 如 表 6 -1 所 示 。 


*6e-i1 遗传 密码 于 字典 


第 一 位 置 第 二 位 置 (中 间 碱 基 } 第 三 位 置 
(558) U T ^ C A G (Gao 
Phe Ser Tyr Cys U 
U a | Ser Tyr Cys | c 
Leu Ser sab 3 n 
Leu Ser sib Tip G 
Leu Pro His Arg U 
Leu | Pro Gln Ang | A 
—L Leu Po | Gln Arg G 
Ile m 
Ile Thr Asn Ser uU 
A Ile Thr Asn Ser C 
Met* Te Ls | Am A 
|. {ir Aag _| G 
Val Ala Asp Gly U 
G Val Ala Gly C 
Val Ala Glu Gly | A 
Val" Ala Glu Gly G 


* EFIE REG do 6 CAE AO 


$ 


由 密码 子 字典 可 以 看 出 , 除 甲 硫 氨 酸 和 色 氮 酸 外 ,其 他 的 氨基 酸 均 有 两 种 以 丘 的 密码 
子 。 多 种 密码 子 编 码 一 种 氨基 酸 的 现象 称 为 简 并 (degeneracy) ,代表 一 种 氨基 酸 的 密码 子 
称 为 同 义 密码 子 (synonyms)。 和 所 基 酸 的 密码 子 的 数目 和 它 在 重 白 质 中 出 现 的 频率 间 并 设 
有 明显 的 正 相 关 性 。 

密码 子 表 中 有 8 个 密码 子 家 族 {fcodon family) ,每 个 家 族 有 4 种 密码 子 ,编码 一 种 氨 
基 酸 ,这 时 密码 子 的 第 三 位 碱 基 对 密码 子 的 性 质 没有 影响 。 只 有 三 个 密码 子 的 第 三 位 碱 
基 具 有 意义 , 即 AUG, UGG 和 UGA。 因 此 ,第 三 位 的 C 和 TU 在 任何 密码 子 中 均 没 有 特 
殊 的 意义 ,而 和 在 氨基 酸 的 密码 子 中 也 是 如 此 。--: 种 氨基 酸 的 元 个 密码 子 的 差异 通常 在 
第 三 个 碱 基 ,说 明了 密码 子 的 第 三 个 碱 基 (third-base degeneracy) 有 一 定 的 灵活 性 。 这 种 
灵活 性 和 密码 子 的 简 并 可 使 有 些 突变 只 引起 核酸 序列 的 改变 而 不 引起 蛋白 质 中 氨基 酸 序 
列 的 改变 ,从 而 把 突变 对 生物 体 造成 的 影响 降低 到 最 小 。 

在 所 有 的 生物 体 中 ,密码 子 字典 几乎 是 通用 的 ,这 已 敏 体内 和 体外 翻译 实验 所 证 明 。 
密码 子 的 通用 表明 密码 子 可 能 在 生命 进化 的 早期 就 建立 起 来 了 。 也 有 极 人 少数 例外 的 情 
Gb. EUF Mycoplasma capricolum ) , UGA 不 是 乡下 密码 子 ,而 代表 色 氨 酸 , 而 
且 使 用 频率 比 UGG 高 得 多 。 共 有 两 种 Trp-tRNA, 一 种 反 密 码 子 为 ACU, 识 别 UGA; — 
种 为 ACC, 识 别 UGG。 在 有 些 种 类 的 纤毛 虫 ,UAA 和 UAG FORO A BERI TUR Rd 
止 密码 子 ,在 一 种 经 毛 忠 中 , 浴 氨 酸 有 三 种 tRNA, 一 种 识别 CAA 各 CAG, 5 - PRHA 
UAA 和 UGA, 最 后 一 种 识别 UAG。 在 四 膜 虫 中 也 有 这 种 情况 。 E 7; — P E ( Eu- 
Plotes octacarinatus ) ,UGA 代表 胱 氮 酸 ,UAG 没有 发 现 , 只 有 UAA WARIRI, jx 
些 例外 只 是 涉及 了 终止 密码 子 。 在 假 丝 酵母 (Candinra ),GUG 是 丝氨酸 而 不 是 亮 氨 酸 的 
密码 子 , 这 是 目前 发 现 的 唯一 的 编码 密码 子 的 改变 。 线 粒 体 的 遗传 密码 存在 较 多 的 例外 
情况 ,其 中 最 常见 的 一 种 变化 是 UGA 由 终止 密码 子 变 为 色 氨 酸 的 密码 子 ( 植 物 线粒体 除 
外 ), 这 可 能 是 在 进化 上 最 早期 的 变化 。 有 些 变 化 使 得 一 些 具有 不 同 含义 的 密码 子 代表 一 
个 氨基 酸 ,如 UGG 和 UGACK IE SEES T H5 FC RUOERE AUG 和 AUA RAAR JS 3x 
甲 硫 氢 酸 。 这 使 得 线粒体 的 密码 于 更 加 复合 密码 子 中 两 个 碱 基 特 异性 强 的 特点 。 除 症 物 
外 , 醇 母 . 桨 椎 和 非 消 稚 动 物 均 是 如 此 。 其 他 的 变化 发 生 在 特定 的 一 些 物种 ， 

密码 子 决 定 氨基 酸 是 通过 mRNA 与 tRNA 相互 作用 实现 的 ,这 种 作用 实质 上 是 夏 基 
间 的 配对 。 游 离 的 三 聚 体 问 的 配对 很 不 稳定 。 核 糖 体 的 A 位 有 稳定 作用 ,从 而 稳定 了 沾 
传 信息 的 传递 。 


二 、 密 码 子 与 反 密码 子 的 相互 作用 


密码 子 与 反 密码 子 (anticodon) 间 的 正确 识别 是 遗传 信息 正确 传递 的 保证 。 在 生物 体 
中 ,tRNA 的 种 类 要 少子 编码 氨基 酸 的 密码 子 (61 种 ), 要 识别 这 些 密码 子 , 必 然 存在 一 种 
反 密 码 子 识别 多 种 密码 子 的 现象 。 一 般 来 讲 , 密 公子 的 前 两 位 碱 基 在 和 反 密 码 巴 配对 时 
遵循 Watson-Crick 原则 (A 5 U.G 与 C) ,而 第 三 位 碱 基 则 有 一 定 的 灵活 性 ,这 就 是 摆动 
假说 (wobble hypothesis) « tRNA 反 密码 环 的 构象 特征 是 这 种 灵活 性 的 基础 。 碱 基 间 的 非 
正常 配对 如 表 6-2 所 示 。 
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表 6-2 密码 子 与 反 密码 子 第 三 位 碱 基 的 摆动 配对 


可 识别 的 密码 子 EN | 可 识别 的 密码 子 
反 密 码 子 的 第 AGE 的 区 二 个 总 REBELDE 1 LUE AMA 
“U ARG | C G 
^ U i G GRU 


Eam F G 可 与 U 配对 ,结果 使 得 第 三 位 的 A 对 密码 子 的 含义 不 产生 任何 影响 。 
第 三 位 的 G 或 U 仍 对 密码 子 的 含义 有 影响 ,但 只 有 UGG 和 AUG 两 个 密码 子 属于 这 种 
情况 。 

tRNA 分 子 中 含有 较 多 的 修饰 碱 基 。 位 于 反 密 码 子 中 的 或 其 他 位 置 的 修饰 奏 基 均 会 
对 密码 子 和 反 密 码 子 的 作用 产生 影响 。 实 际 上 ,有 些 正 常 的 磊 基 配对 并 不 出 现在 密码 子 
与 反 审 码 子 之 间 , 如 U 和 AAA 基本 不 出 现在 反 密码 子 的 第 一 位 。 即 使 U 出 现在 第 一 位 ,也 
会 被 修饰 而 改变 配对 性 质 ;A 也 偶尔 出 现在 第 一 位 ,但 将 被 修饰 成 I。 反 密 码 子 第 一 位 为 
肌 醇 的 几率 较 高 ,能 与 UC 或 A 配 对 ,这 对 子 异 亮 氨 酸 的 密码 子 更 为 重要 。 钼 亮 氨 酸 的 
密码 子 为 AUA, 第 三 位 为 A。 按 正常 的 碱 基 配 对 ,需要 反 密 码 子 第 一 位 为 T， 但 这 样 的 密 
码 子 又 同时 能 识别 甲 硫 氮 酸 的 密码 子 AUG, 会 造成 翻译 的 错误 。 因 此 ,AUA 必须 由 
AUU 及 AUC 的 反 密 码 子 识别 ,该 反 密 码 子 第 一 位 为 1。 有 时 修饰 作用 会 使 成 基 与 其 他 
碱 基 的 配对 有 一 定 的 选择 性 。 如 反 密 码 子 第 一 位 的 5 T MX ERA S -F CER EE P 
TRN AA G,XLUVISUEESHIK. G 的 修饰 不 改变 它 的 配对 性 质 , 但 会 对 U 的 结合 更 
加 容易 。 

在 不 同 生物 体内 ,存在 多 种 方式 使 少数 的 tRNA 识别 61 种 编码 氨基 酸 的 密码 子 , 不 
襄 的 生物 所 采用 的 途径 也 不 同 。 在 有 些 生物 ,缺乏 某 种 特定 的 碱 基 修 饰 方式 ,也 就 缺乏 某 
种 修饰 碱 基 的 配对 方式 。 也 就 是 说 ,不 同 生物 中 可 有 自身 独特 的 反 密 码 子 识别 密码 子 的 
方式 。 有 些 密码 子 可 由 两 种 以 上 的 tRNA 识别 ,但 不 同 的 tRNA 识别 的 效率 不 同 。 

多 种 反 密 码 子 与 密码 子 的 识别 都 和 栅 动 假说 相 一 致 ,但 也 发 现 了 一 些 不 相符 的 例子 。 
反 密 码 子 周围 的 碱 基 和 反 密 码 环 的 空间 结构 对 识别 密码 子 有 一 定 的 影响 。 在 有 些 突变 体 
中 ,tRNA 一 个 位 置 碱 基 的 变化 会 改变 其 识别 的 密码 子 。 细菌 中 fMet-t+RNAf 对 起 始 密 码 
子 AUG 和 GUG 的 识别 ,也 不 符合 摆动 假说 。 

按 摆动 假说 推算 ,要 识别 61 种 窗 码 子 至 少 需 要 31 种 tRNA ,而 哺乳 动物 线粒体 中 只 
有 了 22 种 tRNA, 所 以 必定 存在 着 特殊 机 制 。 如 果 -- 种 tRNA 可 以 识别 一 个 密码 子 家 族 中 
的 4 个 密码 子 , 最 少 需 要 23 种 :RNA, 而 线粒体 中 AGG 和 AGA 变 为 终止 密码 子 , 又 可 碱 
少 1 种 tRNA, 正 好 为 22 种 。 识 别 8 个 密码 子 家 族 的 tRNA 在 反 密码 子 的 第 一 位 为 U, 
其 他 的 密码 子 可 分 为 两 类 ,一 类 以 喀 喧 结尾， 由 反 密码 子 的 GG 识别 ;一 类 以 呵 叭 结尾 ,由 
反 密 码 子 的 U 识别 。 这 均 符合 摆动 假说 。UGCG EY UGA 的 同 义 密码 子 ( 色 氨 酸 ),AUA 
变 为 AUG 的 同 义 密码 子 { 甲 态 氮 酸 )。 这 种 变化 使 非 密码 子 家 族 的 密码 子 变 为 14 对 ,由 
14 个 tRNA 识别 。 现 已 鉴定 了 22 种 编码 tRNA 的 基因 。 

线粒体 中 另外 一 个 十 分 特殊 的 情况 是 mRNA 的 结构 也 影响 密码 子 的 识别 。 大 上 肠 杆 
菌 中 有 三 个 编码 证 马 酸 脱 复 酶 同 工 覆 的 基因 ,其 mRNA 中 的 一 个 UGA ii ideo next 
tRNA(seleno-cys-tRNA) 识 别 , 而 AUG 下 游 发 来 结构 的 存在 是 这 种 识别 所 必须 的 。 真 核 
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生物 中 也 发 现 了 类 似 的 情况 。 含 三 代 半 胱 氮 酸 的 蛋白 质 往往 参与 催化 氧化 还 原 反 应 , 体 
代 半 胱 氮 酸 属于 活性 位 点 。4 个 基因 的 突变 可 引起 癸 蛋 白 的 合成 障碍 。Sel C 编码 
IRNA, 反 密码 子 为 UCA PEU ZEE, Sel A 和 Sel D 负责 将 丝氨酸 修饰 成 三 代 半 胱 氨 
KR. Sei B 编码 -~ 种 GTP 结合 蛋白 ,协助 硒 代 半 胱 氨 酸 tRNA 进入 A 位 ,其 作用 类 似 于 
EF-Tu. AROF YE EF-Tu 和 和 IF-2 有 同 源 性 。 


第 二 节 ”tRNA 的 功能 中 


tRNA 在 翻译 中 起 转运 氨基 酸 的 作用 ,将 氨基 酸 经 过 密码 子 与 反 密码 子 间 的 相互 识 
别 定 位 在 肽 链 中 。 从 这 一 点 上 看 ,tRNA 是 起 具体 翻译 作用 的 分 子 。 所 有 的 tRNA 分 了 
者 有 相同 的 二 级 (三 叶 草 形 ) 和 三 级 (个 L 形 ) 结 构 。 这 种 结构 上 的 --- 致 是 其 功能 所 必需 
的 ,因为 不 同 的 tRNA 分 子 有 相同 的 功能 特征 ,如 均 能 和 核糖 体 的 A 位 和 PP 位 结合 ;能 被 
翻译 因子 (EF-Tu 或 eEF1) 识 别 。 起 始 tRNA 由 起 始 因 了 识别 , 它 在 结构 上 有 自己 的 特 
点 。 

对 于 tRNA 和 和 蛋白质 之 间 的 作用 ,我 们 还 没有 一 个 系统 化 的 认识 。 虽然 已 经 得 到 了 
所 有 tRNA 或 是 -类 tRNA 分 子 中 的 一 些 共同 的 短 核 苷 酸 序 列 ,但 还 没 能 将 这 些 保 守 的 
一 级 结构 与 蛋白 质 的 识别 联系 起 来 。 已 坊 定 了 tRNA 的 菜 些 区 域 参与 TH 5AM tRNA 合 
成 酶 的 相互 作用 ,但 是 具体 的 接触 位 点 在 不 同 的 tRNA 分 子 中 有 所 区 别 。 


一 、 氨 酰 tRNA 合成 酶 


SUE tRNA 合成 酶 催化 氨基 酸 与 TRNA 间 的 反应 。 携带 一 种 氨基 酸 的 tRNA 可 有 多 
种 , 称 为 同 下 tRNA iso-accepting tRNA)。 可 将 tRNA 分 为 20 个 同 工 tRNA 组 。 一 组 同 
工 LRNA 在 特定 的 合成 酶 催化 下 与 相应 的 氨基 酸 结 合 。 同 工 tRNA 在 结构 上 有 不 同 的 特 
征 , 以 供 台 成 酶 识别 ,但 还 没 能 确定 这 种 结构 特征 。 从 tRNA 一 级 结构 来 看 ,有 一 些 同 源 
性 非常 高 的 得 核 霄 酸 序列 :但 没 能 找到 同 源 序列 与 不 同 的 毛 购 tRNA 合成 酶 间 有 相关 性 。 
从 高 级 结构 来 看 ,所 有 的 :RNA 又 非常 相似 。 


AME tRNA 合成 酶 所 催化 的 反应 有 特异 性 , 即 能 选择 相应 的 tRNA 和 和 氨基酸。 一 种 
合成 酶 只 能 识别 一 种 氨基 酸 和 该 氨基 酸 的 几 种 同 工 tRNA。 同 工 tRNA 间 存 在 结构 上 的 
差异 , 反 密 码 子 也 可 不 同 。 被 一 种 合成 酶 识别 的 RNA 称 为 关连 tRNA (cognate tRNA), 

生物 体 有 20 AM tRNA 合成 酶 ,分 子 量 相差 很 大 ,在 40 kDa 一 100 kDa 之 间 ,有 单 
RE .二 聚 体 和 四 桶 体 。 不 同 酶 分 子 间 几 乎 没有 同 源 住 ,可 能 起 源 于 进化 的 早期 。 识别 
{RNA 的 活性 位 点 只 占 整 个 分 子 的 极 小 部 分 。20 种 合成 酶 按 其 tRNA 结合 区 域 的 结构 可 
分 为 两 类 ,每 一 类 各 10 种 。 合 成 酶 分 子 中 有 4 种 活性 区 域 , 即 催化 区 域 .tRNA ik TR 
旋 结 合 区 域 4RNA 及 密码 子 结 合 区 域 和 聚合 区 域 。 催 化 区 城 包括 ATP MARRE Afi 
点 ,接受 壁 螺旋 结合 区 域 介 入 至 催化 区 域 中 ;这样 使 tRNA 的 3' 末 端 接 近 催化 位 点 。 存 能 
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形成 多 聚 体 { 第 一 类 合成 酶 ) 的 全 成 酶 分 子 中 有 聚合 区 域 , 其 功能 是 使 酶 分 子 聚 台 ,第 二 类 
合成 酶 没有 襄 合 方式 。 

第 一 类 合成 酶 有 一 N 端 催化 区 域 ,含有 两 个 得 的 .部 分 保守 的 氨基 酸 序 列 , 有 时 称 其 
为 特征 序列 (signature sequence), ERRE EE AS ZHUTEETE SN LR Ur ERO o 螺旋 组 成 
交 车 平行 结构 。ATP 结合 位 点 包含 了 部 分 特征 座 列 。 介 和信 到 催化 区 域 的 1RNA HEXCUR 
螺旋 结合 区 域 在 第 一 类 合成 酶 中 差异 很 大 。C 端 区 域 包括 tRNA 反 密 码 子 结 合 区 域 和 聚 
合 区 域 , 不 同 第 一 类 合成 酶 中 有 很 大 区 别 。 第 二 类 合成 酶 的 催化 区 域 中 有 三 个 同 源 性 较 
高 的 序 剂 ,活性 位 点 有 一 个 大 的 上 反 向 平行 8 折 从 结构 ,周围 绕 着 o GRE. tRNA ERER 
旋 结 合 区 域 介 人 到 催化 区 域 间 ,不 同 酶 分 子 该 区 域 的 结构 不 同 。 反 密码 子 结 舍 区 域 候 向 
N 端 ,聚合 区 域 的 定位 变化 很 大 。 不 同 种 类 合成 酶 分 子 间 没 有 明显 的 相似 关系 ,这 征 令 人 
费解 的 。 

tRNA HE L 形 的 一 面 与 合成 酶 结合 。 所 有 的 tRNA 均 是 以 其 两 个 端点 与 合成 酶 结 
合 ,大 部 分 的 序列 并 不 被 合成 酶 识别 。 第 一 类 和 第 二 类 合成 酶 与 tRNA 的 相互 作用 有 所 
区 别 。 经 晶体 结构 分 析 ,两 类 酶 与 tRNA 接触 的 方位 正好 相反 ,所 形成 的 复合 物 互 成 镜像 
结构 。GIn-tRNA 合 成 酶 ( 属 第 一 类 合成 酶 ) 与 tRNA 的 D 环 接 航 , 同 时 在 一 端 识别 接受 其 
的 小 沟 , 在 另 一 端 识别 反 密码 环 ( 如 图 6- 1 所 示 )。 复 合 物 的 形成 会 引起 tRNA 分 子 中 两 
个 重要 部 位 空间 结构 的 改变 (如 图 中 的 虚线 为 原先 的 结构 , 实 线 为 改变 后 的 结构 ,)， 一 是 
反 密 码 环 的 U35 和 U36 被 拉 向 合成 酶 ;一 是 接受 茎 的 末端 严重 扭曲 ,致使 Ul 与 A72 的 
配对 关系 被 破坏 , 茎 的 单 链 伸 人 合成 酶 分 子 表面 形成 的 深 口袋 中 ,该 口袋 中 也 含有 ATP 
的 结合 位 点 。 在 以 前 的 研究 中 也 已 经 发 现 ,U35 及 G73 的 突变 和 U1 与 A72 的 配对 影响 
REXI tRNA 的 识别 。tRNA 与 合成 酶 通过 和 氮 键 结合 。 

在 Asp-tRNA 合成 酶 ( 属 第 二 类 酶 ) ,氨基 酰 tRNA 从 相反 的 方向 接触 合成 酶 ,识别 可 
变 环 和 接受 茎 的 大 沟 ( 如 图 5-2 所 示 )。 接受 茎 的 螺旋 构象 没有 发 生变 化 。ATP 可 能 结 
合 于 末端 A 的 附近 。 在 另 一 端 , 反 密 码 环 与 酶 分 子 结合 非常 紧密 ,并 引起 反 密 码 环 构象 
的 变化 。 
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图 6-1 第 一 类 合成 酶 与 TRNA 的 结合 


图 56-2 第 二 类 合成 酶 与 tRNA HE 
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同 工 tRNA 必须 由 一 种 氢 酰 tRNA 合成 酶 所 识别 ,因此 它们 应 该 具有 某 些 共同 的 特征 ,并 
能 与 其 他 的 tRNA 区 分 开 。 人 们 一 直 在 寻找 同一 种 合成 酶 的 tRNA 底 物 间 的 结构 相似 
性 ,以 及 通过 结构 的 改变 而 改变 tRNA 携带 氮 基 酸 的 性 质 , 但 没 能 找到 一 定 的 规律 性 。 合 
成 酶 对 不 同 tRNA 识别 的 结构 基础 不 同 ,也 不 单独 依赖 tRNA 的 一 级 或 二 级 结构 。 在 反 
密码 环 利 接受 共 的 突变 可 改变 合成 酶 的 识别 ,但 反 密 但 于 的 突变 并 不 影响 识别 。 表 6-3 
总 结 了 一 些 tRNA 被 梅 识 别 的 结构 特征 。IRNA 分 子 中 的 关键 位 置 很 少 , 在 1 一 5 个 之 
间 。 反 密码 环 中 经 常 有 一 些 关 键 的 核 苷 酸 , 通 常 反 密码 子 中 至 少 有 一 个 被 识别 ,有 了 时 三 个 
碱 基 多 很 重要 。 接 受 茎 的 最 后 三 个 配对 碱 基 中 的 一 对 被 识别 ,如 现代 酸 的 tRNA, 只 有 接 
受 革 的 一 对 碱 基 受 合成 酶 识别 。 在 接受 此 和 CCA 末端 之 间 , 同 工 tRNA 常 有 些 保守 碱 
H ER E BINE H (discriminator base), 但 这 些 特 征 不 足以 使 20 组 同 工 tRNA 区 分 开 。 
这 出 进步 说 明了 合成 酶 对 不 同 tRNA 的 识别 各 自 遵 循 着 自已 的 规律 。 
表 6-3 一 些 tRNA 被 合成 酶 识别 的 特征 碱 基 


tRNA BE 8 AERE tRNA 合成 酶 识别 的 宽 变 

TM 
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IEEE 反 窗 码 子 的 三 个 碱 基 的 改变 
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几 种 合成 酶 可 识别 由 接受 岁 和 ToC 臂 组 成 的 小 螺旋 结构 ,并 催化 其 与 氨基 酸 的 结 
合 。 第 二 类 合成 酶 对 这 种 底 物 的 氨 酌 基 化 的 活性 较 高 。 对 于 这 类 tRNA, 特 异性 不 依赖 
于 接受 基 , 介 不同 的 tRNA 分 子 间 小 螺旋 的 结构 差异 很 大 。 有 些 情况 下 , 反 密 码 子 的 突变 
会 影响 第 二 类 合成 酶 对 tRNA 的 识别 。 因 此 ,在 氢 基 酰 - tRNA 会 成 酶 与 tRNA 识别 的 过 
程 中 ,涉及 到 了 多 种 因素 ,日 不 同 的 氮 基 酰 tRNA ARIARI TRNA 的 部 位 是 不 同 的 。 


二 、 抑 制 tRNA 


iRNA 突变 体 的 分 离 , 基 研究 反 密 码 子 与 密码 于 相互 作用 的 重要 手段 ,也 是 研究 tR- 
NA 分 子 不 同 部 位 对 反 密 码 子 相互 作用 影响 的 有 效 途 径 。 AŒ tRNA 的 突变 ,特别 是 反 
密码 子 的 突变 ,可 以 抑制 基因 突变 效应 的 产生 ,这 类 RNA 称 为 抑制 型 tRNA (suppressor 
UNA), WER tRNA 发 挥 作用 的 机 理 为 .mRNA 分 子 上 密码 子 的 突变 可 造成 其 所 编码 
的 蛋白 质 的 结构 变化 ， 学 致 蛋白 质 功 能 的 形 失 ;tRNA 反 密 码 子 的 突变 使 其 可 识别 突变 的 
密码 子 , 借 帕 质 的 结构 不 发 生变 化 ， 后 一 种 突变 成 为 前 ~- 种 突变 的 抑制 突变 。 在 野生 型 
细胞 , 尤 义 突变 指 密码 子 变 为 终 上 上 密码 子 而 使 翻译 提前 终止 。 抑制 突变 产生 一 种 tRNA 
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分 子 ,可 识别 终止 密码 子 , 使 翻译 通过 了 无 义 突 变 而 继续 进行 。 但 如 果 抑 制 型 tRNA 所 携 
带 的 氨基 酸 与 野生 型 不 同 ,会 影响 鼻 白 质 的 功能 。 无 义 抑制 突变 可 分 为 三 类 ,分 别 识别 三 
种 终止 密码 子 UAA UAG 和 UGA。 识 别 UAA 的 为 灰 石 型 ;识别 UAG 的 为 开瑞 型 ;识别 
UGA 的 为 她 石 型 。 一 些 已 明确 的 无 义 抑制 突变 如 表 6--4 所 示 。 

56-4 无 光 抑 制 RNA 的 例子 


FEN EE: 
ERE RNA 密码 子 REBT REMF ERF 
Sup D Ser UCG CGA CUA UAG 
SupE Gin CAG CUG CUA UAG 
Sup F Tyr UAC UAU GUA CUA UAG 
Sup C Tyr LAC UAU GUA UUA UAA UAG 
Sup G Lys AA AAG UUU UUA UAA UAG 
Sup U Trp UGG CCA UCA UGA UGG 


JS SEXE HO EXER E RNA。 在 大 肠 杆菌 中 ,至少 有 6 种 tRNA 可 识别 UAG, 
这 些 tRNA 的 反 蜜 码 子 为 AUC, 由 野生 型 改变 反 密码 子 中 的 任 一 个 碱 基 而 来 。 携 带 的 毛 
ERALAR CARRARA, SEENE tRNA JB IS], HOH tRNA 也 是 由 反 密 码 
子 的 突变 而 来 (如 supC 和 supG) ,可 识别 UAA 和 UAG ,在 突变 的 密码 子 位 置 上 插入 酷 毛 
酸 或 赖 氮 酸 。Trp-tRNA 是 识别 UGA 的 抑制 型 RNA, 野 生 型 的 密码 子 为 ACC, 只 识别 
UGG。 突 变 后 为 ACU, 即 可 识别 UGG, 又 可 识别 UGA。Trp-tRNA 的 另外 一 种 她 石 型 突 
变 反 密码 子 没有 发 生变 化 ,而 是 G24 EX A, D#m GU 对 变 为 AU 对 ,增加 了 双 螺 旋 
的 稳定 性 。 除 UGG 外 ,该 :RNA 能 识别 UGA,C 与 A 配对 又 不 符合 摆动 原则 ,可 能 是 DD 
邯 的 变化 引起 了 反 密 码 环 构象 的 变化 ,改变 了 反 密 码 子 的 配对 性质 。 

真 核 生 物 也 发 现 了 类 似 的 现象 。 如 牛 肝 中 有 一 种 Ser-tRNA, 反 密码 子 为 mCCA。 按 
摆动 原则 ,可 以 识别 色 氨 酸 的 密码 子 UGG, 但 实际 上 却 可 识别 UGA。 因 此 ,可 能 是 UGA 
的 抑制 型 tRNA。 从 上 面 的 论述 可 以 看 出 , 御 制 型 tRNA 和 终止 密码 子 间 的 识别 并 不 能 
只 是 依赖 于 肥 密 码 子 和 密码 子 的 序列 ,而 是 受 tRNA 分 子 内 其 他 因素 的 影响 。 

上 述 的 抑制 型 tRNA 突变 是 由 编码 tRNA 基因 的 点 突变 引起 的 。 从 理论 上 讲 , 对 反 
密码 子 碱 基 的 修饰 的 变化 也 会 引起 类 伏 的 突变 ,如 编码 修饰 tRNA 的 酶 的 基因 突变 。 

另外 ,抑制 型 tRNA 同样 也 可 抑制 错 义 突变 。 如 某 一 密码 子 发 生 突变 ,能 识别 突变 密 
码 子 且 携 带 野 生 密 码 子 编码 的 氨基 酸 的 tRNA ,就 能 抽 制 这 种 突变 的 效应 。 有 两 种 方式 
下 以 形成 抑制 型 tRNA, 一 是 tRNA 反 密码 子 发 生 突变 ,一 是 tRNA 其 他 的 结构 变化 或 是 
AU tRNA 合成 酶 的 突变 而 改变 了 其 荷载 氨基 酸 的 变化 。 后 一 种 情况 较 少 见 。 在 大 肠 杆 
菌 和 其 他 细 蓝 中 都 发 现 了 错 义 搞 制 突变 ,对 真 核 生物 这 方面 的 情况 了 解 较 少 。 

和 正常 的 反 密码 子 与 密码 子 间 的 相互 识别 相 比 ,抑制 型 tRNA 与 反 密码 子 间 的 识别 
有 不 同 之 处 。 正常 情况 下 ,密码 子 只 有 一 个 含义 ;在 抑制 突变 体 中 ,密码 子 可 被 抑制 型 
tRNA 识别 ,也 可 被 正常 的 tRNA 识别 。 因 此 ,无 义 突变 抑制 型 tRNA 必须 和 释放 因子 竞 
争 与 终止 密码 子 的 结合 , 错 义 突变 抑制 型 tRNA 要 和 正常 tRNA 竞争 与 密码 子 的 结合 。 
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竞争 的 程度 会 影响 对 突变 撮 制 的 效应 。 所 以 ,抑制 型 tRNA 的 效应 不 只 是 依赖 反 密 码 子 
与 密码 子 的 亲 合 力 ,也 受 本 身 在 细胞 内 的 浓度 和 其 他 因素 的 影响 。 

无 突变 抑制 型 tRNA 的 效率 随 密码 子 在 mRNA 中 的 位 置 变化 而 有 很 大 不 同 ,密码 
于 的 上 下 文 序列 会 影响 抑制 效应 。 现 还 不 明确 密码 于 相 邻 的 碱 基 对 其 和 反 密 码 子 必用 的 
影响 ,位 相 邻 大 基 的 变化 可 使 抑制 型 tRNA 的 抑制 频率 改变 -个 数量 级 以 上 ,3' 端 碱 基 影 
同比 5 端 天 得 多 。 

无 义 罕 变 抑制 型 TRNA 在 抑制 丘 义 突变 的 同时 ,也 会 使 mRNA 分 子 中 正常 的 终止 密 
王子 编码 氨基 酸 ,从 而 产生 通读 ,到 下 -个 终止 密码 子 处 才能 终止 翻译 。 这 使 翻译 的 产物 
EEIE E B ER ES FR Cn f& th — Br, nr feo (E SEI FR 0 SE SUE ot e AEE, E 
WAJER, MEANMA tRNA 的 这 种 效应 较 强 , 约 为 10% 一 15%, 因 此 大 肠 杆 菌 中 
TVAE ME SEE T- 99 E BC EENE A-E 1096 以 下 ,突变 生长 很 慢 ,说 
明 对 UAA 和 UAG 的 抑制 对 大 肠 杆 菌 损伤 较 大 。LAA 的 使 用 频率 较 高 。UCA 的 使 用 
频率 最 低 , 正 常 时 被 [rp-tRNA 错 读 的 概率 为 1% 一 3% 

-个 基因 的 错 义 突变 抑制 型 tRNA 会 引起 另 -- 个 基因 的 突变 ,从 而 引起 蛋白 质 功 能 
的 改变 。 这 对 细胞 来 讲 是 一 个 进退 两 礁 的 事情 , 既 合 抑制 突变 ,又 要 防止 新 罕 变 的 发 生 。 
所 以 ,没有 发 更 很 强 的 错 义 突变 抑制 型 tRNA ,因为 它 能 引起 强烈 的 突变 ， 抑 制 型 tRNA 
突变 的 产生 在 使 其 识别 突变 的 密码 子 的 同时 ,有 时 会 责 失 识别 原来 害 码 子 的 功能 。 因此 ， 
琥珀 型 抑制 突变 体 较 多 ,因为 细胞 内 识别 一 种 密码 子 的 tRNA 不 只-… 种 。 一 种 tRNA 5x 
变 后 ,还 育 其 他 未 突变 的 tRNA ERER, MRA 有 一 种 tRNA ,该 tRNA 的 突变 将 是 臻 
死 的 。 


=, RNA 可 影响 可 读 框 


mRNA 的 可 译 框架 通常 不 发 千 变 化 ,由 起 始 密码 子 开始 , 至 终止 密码 子 结 束 。 mR- 
NA 分 子 中 - -个 碱 基 的 插 人 或 缺失 突变 会 使 可 读 框 变化 ,产生 完全 不 同 的 翻译 产物 。 移 
码 抑制 (frameshift suppression) fi] 2X 57 iE W 84 n] pe 28 这 种 抑制 作用 可 发 生 在 基因 水 
平 上 ,也 可 由 基因 外 的 因素 (tRNA) 参 与 完成 。 

在 由 同 ~… 碱 基 组 成 的 密码 子 插入 同 -个 碱 基 ,如 GGG EH GGGG, 是 tRNA BERE 
抑制 作用 的 最 简单 的 例子 。 这 种 突变 可 由 Gly-tRNA 来 抑制 ,因为 其 反 密 码 子 由 CCC 恋 
为 CCCC ,正好 可 识别 GGGG。 这 样 ,密码 子 和 反 密码 子 由 三 联 体 变 为 四 联 体 。 有 时 , 移 
码 突变 抑制 tRNA 可 识 贡 两 个 以 上 的 4 碱 基 密 码 子 。 如 细菌 的 一: 种 抑制 型 tRNA ( Lys- 
TRNA) 可 同时 识别 AAAA 和 AAAU, 而 正常 时 识别 AAA。 另 一 个 抑制 型 tRNA 可 识别 
ACCN,N 为 任何 一 种 碱 基 。 这 种 情况 下 ,第 四 个 碱 基 并 不 参与 和 密码 子 的 配对 ,可 能 只 
是 受到 空间 阻碍 ,而 不 影响 下 一 个 密码 子 的 识别 ， 在 酵母 线粒体 中 也 发 现 了 tRNA 的 称 
码 突变 抑制 作用 ,一 串 $ 个 了 中 捅 入 或 缺失 一 个 工 的 突变 均 受 到 抑制 。 这 可 能 是 因为 识 
别 UUU 的 Phe-tRNA 允许 核糖 体 在 任何 方向 上 油 挤 一 个 碱 基 。 

在 有 些 哈 菌 体 和 病毒 中 , 移 码 是 一 种 正常 的 现象 ,可 造成 翻译 的 中 止 或 延长 ， 如 在 
MS2 HERRIE , 移 码 可 使 核糖 体 识别 终止 密码 子 o LN E A A 止 , 然 后 识别 裂解 基因 的 起 
始 密 码 子 并 翻译 该 基因 。 在 无 移 码 的 情况 下 ,核糖 体 继续 翻译 ,不 能 识别 裂解 基因 的 起 始 
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密码 子 ,该 基因 不 能 表达 。 在 反 转 录 病 毒 ,一 条 mRNA 上 存在 不 同 的 可 译 框架 , 移 码 可 造 
成 对 不 同 阅读 框 的 罕 译 ,使 不 同 的 基因 表达 。 使 酿酒 酵 苹 的 Ty 转 座 子 中 , TYB 基因 的 
表达 必须 经 移 码 越过 TYA 基因 的 终止 密码 子 。 这 表明 正常 的 翻译 过 程 也 需要 错 读 ,只 
是 较 少 见 。 这 类 移 码 有 以 下 特征 ; 
1) 存在 一 不 稳定 序列 (slippery sequence) f S( 4E BE tRNA 与 密码 子 配 对 ,然后 向 前 或 
向 后 移动 一 个 碱 基 ,移动 后 的 密码 子 仍 可 和 反 密 码 子 配对 。 
2) 核糖 体 在 移 码 位 点 暂停 ,使 得 氮 基 醚 tRNA 有 充足 的 时 间 完 成 碱 基 配对 的 调整 。 
引起 核糖 体 暂 停 的 原因 可 以 是 相 邻 的 密码 子 所 需 的 氨基 酰 tRNA 为 稀有 tRNA, 
或 是 由 释放 因子 缓慢 识别 终止 密码 子 , 或 是 mRNA 结构 (如 假 结 ; 的 阻止 作用 。 

已 发 现 一 些 不 稳定 的 序列 。 如 CUUAGGC 通常 由 Leu-tRNA 识别 CUU, Arg-tRNA 
识别 AGC., E Arg-tRNA 舍 量 很 少 ,会 引起 核糖 体 的 暂停 ,这 时 Leu-tRNA 由 CUU 滑动 
-TRAE UAA, 从 而 引起 了 移 码 ,使 下 一 个 密码 子 GGC 由 Gly-tRNA 识别 。 这 种 现象 
发 生 在 了 位 ,这 时 Leu-tRNA 已 变 为 肽 酰 tRNA ,携带 了 新 生 和 链 。tRNA 的 移 码 可 以 向 前 ， 
也 可 以 向 后 。 向 前 移动 一 个 碱 基 可 引起 正 1 突变 ,向 后 移动 ~- 个 碱 基 可 引 负 1 移 码 。 

在 体外 实验 中 ,翻译 体系 中 含有 过 量 的 某 一 种 氨基 酸 tRNA 可 引起 移 码 的 发 生 。 体 
内 的 革 些 移 碍 (如 反 转 录 病 毒 ) 依 赖 于 非 正 常 密码 子 的 使 用 或 mRNA 分 子 内 的 二 级 结构 。 


第 三 节 ”核糖 体 的 结构 [33] 


核糖 体 (ribesome) 是 翻译 进行 的 场所 ,提供 蛋白 质 合成 过 程 中 所 需 的 各 种 生物 活性 。 
核糖 体 是 细胞 的 重要 器官 。 在 一 个 生长 旺盛 的 细 获 中 , 约 有 20 000 MAk, 其 蛋白 成 
分 占 细 菌 总 蛋白 的 10% 左 右 ;RNA 成 分 占 细菌 总 RNA 的 8096 Z6. 在 真 核 细 胞 ,相对 
比例 小 一 些 ,但 绝对 含量 更 大 。 核 精 体 的 数目 与 细胞 蛋白 质 合成 的 活性 密切 相关 。 细 菌 
HRES mRNA mRNA 与 DNA 相连 ; 直 核 细胞 的 核糖 体 与 内 质 网 或 细胞 骨架 相连 ， 
核糖 体 由 大 小 丙 个 亚 基 组 成 。RNA 和 蛋白 质 几乎 都 只 有 一 个 拷贝 ，RNA 和 蛋白质 相 互 
作用 ,有 的 形成 活性 部 位 ,有 的 提供 构象 ,形成 一 个 复杂 而 有 序 的 结合 体 。 


一 、 核 糖 体 的 构成 


不 司 的 细菌 . 真 核 生物 胞 质 和 细胞 器 的 核糖 体 组 成 情况 有 很 大 差别 。 其 共同 特征 是 
RNA 含量 比 蛋 白质 高 。 悦 糖 体 中 的 蛋 扬 质 也 可 表示 为 rpbroteins。 一 个 菌 体 细胞 中 的 核 
糖 体 是 相同 的 。 大 肠 杆 菌 的 核糖 体 研究 的 最 为 清楚 ,小 亚 基 (30 S)H 16 S rRNA 和 21 
种 蛋白 质 组 成 。 大 亚 基 (50 S)Hi 23 S, 5 SrRNA 和 3] 种 蛋白 质 组 成 。 只 有 一 种 蛋白 质 
有 4 个 拷贝 ,其 余 的 均 为 1 个 。 真 核 生物 经 苞 质 核糖 体 比 细菌 的 要 大 ,RNA RUE ERE 
总 含量 多 ,RNA 分 子 长 ,蛋白 质 种 类 多 ， 细胞 器 的 核 精 体 与 胞 质 有 很 大 区 别 。 最 大 的 近 
似 于 细菌 ,会 70% 的 RNA; 最 小 的 只 有 60 S, RNA 含量 少子 30%。 细 菌 .叶绿体 和 真 核 
生物 细胞 质 核糖 体 的 形状 类 似 。 细菌 核糖 体 小 亚 基 近似 平台 状 ,大 亚 基 近 似 贺 有形。 整个 
核糖 体 呈 对 称 结构 ,大 小 亚 基 间 有 一 定 的 锋 焉 ,或 称 为 通道 (tunnel) 真 核 生物 细胞 质 核 
糖 体 的 结构 与 细菌 相似 。 
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mRNA 在 核 稿 体 中 的 定位 还 不 是 十 分 获 定 , 较 一 致 的 看 法 是 位 于 两 个 亚 基 的 结 台 
部 。 也 有 些 模型 认为 mRNA 像 线 一 样 穿 让 核糖 的 缝隙 ,但 似乎 应 该 位 于 较 肤 浅 的 部 位 。 
因为 两 个 tRNA 比 核糖 体 还 要 大 ,插入 核糖 体内 部 的 可 能 性 不 大 ,而 位 于 其 表 而 形成 的 空 
路 中 的 可 能 性 较 大 。 

BEEF RNA 的 含量 很 高 ,几乎 所 有 的 蛋白 质 都 与 之 结合 存在 。rRNA 主要 形成 核 
糖 体 的 骨架 , 像 … 根 线 将 蛋白 质 串 起 来 ,并 决定 重 和 白质 的 定位 。 每 种 rRNA 都 有 二 级 结 
Ho Æ rRNA 这 样 的 大 分 子 中 ,互补 区 域 较 复 杂 , 单 纯 通 过 分 析 碱 基 配 对 区 域 并 不 能 正确 
的 预测 一 级 结构 形成 的 情况 。 分 析 rRNA 形成 二 级 结构 情况 的 一 种 途径 是 比较 相似 物种 
间 相 应 rRNA 的 序列 ,形成 二 级 结构 的 部 分 比较 保守 ,以 形成 相同 的 功能 区 。 用 该 方法 已 
确定 了 16 S 和 23 S rRNA 的 结构 模型 。16 S rRNA 的 结构 如 图 6-3 BER, 


[ 
dmm or mom 
M PARNA HP —- CI Iii, ^ ID dpi EF-GÉb d fr M à 


A 


NER 
TERM 抑制 


m 
c 
+ 


m 
un 
zZ 
—— 
z 
SS 
rm D 
] ue 
P"? H 
一 -| m 
HEX 
d 
E 
a 
AC 
e 
Q 


MT 了 


IID 
Y 


Gr IU, 


um 
C 


总 位 所 得 部 位 


LN S WS ARP- 
ONG MIRNA RRNA 有关 
SY MARA XI R ERR Gr E 
Jr m ksg A 3E P HAERE 
» um. "eie 


Li mRNA H #h 


unti fx 


有 
E Ci 
P M 
UL > 
o < 
s 
AS 
Cr III HI ITIN 


T 


© 
Q 


M IT. “HIN 


ut. 


图 6-3 16 S RNA BS EM] 


TE 16 SrRNA 中 ,形成 了 4 个 区 域 ,有 不 足 一 半 碱 基 旦 配对 状态 。 双 螺旋 区 较 短 , 小 
于 8 bp, 并 常 含 非 配 对 硕 基 形成 的 泡 状 。 线粒体 和 真 核 生 物 细胞 质 rRNA 具有 类 似 的 结 
H. RRE rRNA 短 些 ， 功能 区 较 少 。 真 核 生物 细胞 质 rRNA 较 长 , 比 细菌 rRNA 长 出 的 
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部 分 形成 了 新 的 功能 区 ,因此 功能 区 较 多 。 经 过 3 了- 乙 氧 - 2 CT E Ckethoxal) CET E fiio 
配对 的 GY) 反应 AMR EX (psoralen) ZEE R Mi .核酸 酶 优先 降解 位 点 的 确定 和 rRNA 与 蛋 
白质 的 连接 反应 等 实验 ,结果 和 上 述 模 型 相符 ,但 形成 的 碱 基 对 较 少 。 

rRNA 在 核糖 体 中 的 结构 并 不 是 一 成 不 变 的 ,mRNA 和 tRNA 进 人 核糖 体 、 亚 基 的 解 
离 能 引起 rRNA 构象 的 变化 。16 S rRNA 在 30 S EA 50 S NE dE rns sc pe PES CRIT, 
在 游离 状态 和 蛋白 质 合成 过 程 中 的 核糖 体 中 也 有 区 别 。 还 不 清楚 这 种 变化 是 由 mRNA 
和 tRNA 与 rRNA 作用 直接 引起 ,还 是 由 核糖 体 结 构 的 变化 引起 。 这 说 明 核 糖 体 的 结构 
在 蛋白 质 全 成 过 程 中 有 一 定 的 灵活 性 。 

甲 基 化 修饰 是 RNA 的 一 大 特征 ,特别 在 
保守 区 域内 。16 S rRNA 有 10 个 甲 基 化 修 
饰 ,集中 在 3 端 ,23 SrRNA 有 20 个 。 真 核 生 
物 的 18S 和 28SrRNA 各 有 43 和 和 74 个, 比 
原核 生物 多 3 倍 。 

除 线 粒 体 外 ,其 他 的 核糖 体 都 有 SS 
rRNA, 无 论 是 原核 生物 还 是 真 核 生 物 ,S S 
rRNA 都 各 自 有 保守 序列 ,特别 是 在 与 蛋白 质 
结合 的 区 域 。5 S TRNA EH Ex SIS 


基 , 以 此 预测 二 级 结构 更 加 困难 , 现 已 提出 了 [o RESER 
20 种 模型 。 在 真 核 生 物 中 ,大 亚 基 还 有 5.8 S HR RNa 
rRNA, 序 列 近 似 于 原核 生物 的 23 SrRNA 的 AX 
S'o XX 

rRNA 分 子 中 有 与 蛋白 质 特 党 结合 的 位 


点 。 用 保护 实验 可 确定 这 些 位 点 ,它们 都 位 于 
形成 发 来 结构 的 位 置 。 有 些 核糖 体 蛋 白 与 洲 mo 4 30 5S 亚 基 中 各 种 成 分 的 定位 

离 的 rRNA 就 有 很 强 的 结合 力 。 有 些 不 能 与 

游离 的 rRNA 结合 ,只 有 rRNA 与 其 他 的 蛋白质 结合 后 , 才 有 与 之 结 人 台 的 能 力 。 可 能 是 蛋 
白质 的 结合 会 引起 rRNA 构象 的 变化 。 大 肠 杆 菌 中 ,所 有 的 核糖 体 蛋白 质 都 有 与 TRNA 
结合 的 能 力 。 免 疫 电镜 、 交 联 反 应 、 货 白质 与 RNA 的 相互 作用 和 中 子 散射 等 技术 可 确定 
各 种 焉 白质 在 核糖 体 中 的 定位 。 现 已 明确 了 30 S 亚 基 中 蛋白 质 和 rRNA 的 定位 情况 。 


二 、 核 糖 体 的 装配 


核糖 体 的 装配 过 程 中 ,涉及 到 蛋白 质 的 某 些 基 团 与 TRNA 结合 。 AUS FF LEO RS 
SERA OY n] TE Dk Ah PE B tse Be MO D UI LT BL RT EEG T BUS IE M UE I 经 CsCl 离心 ， 
细菌 的 核糖 体 有 一 部 分 脱落 蛋白 质 (split protein) 解 离 下 来 ,30 S 和 人 S 亚 基 分 别 变 成 
23 S 和 42 S , 称 为 颗粒 核心 (particle core), TE LiCl 或 CsCl 洲 液 中 ,也 有 部 分 蛋白 质 按 
一 定 次 序 解 离 下 来 ,说 明 这 些 蛋 白质 间 有 相互 作用 。 除 去 CC 或 加 入 镁 离子 ,这 些 和 蛋白 
质 又 可 重新 装配 ,形成 有 生物 学 活性 的 核糖 体 亚 基 。 

30 S 亚 基 装 配 的 第 一 阶段 是 16 S rRNA 和 15 种 蛋白 质 在 低温 下 形成 RI 颗粒 (RI 
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particle) ,然后 加 热 到 40 ,经 分 子 重 排 为 21 S 颗粒 ,最 后 再 结合 6 种 蛋白 质 。EDTA 处 
H 30 S 亚 基 也 能 产生 类 似 的 RI 颗粒 。 络 合剂 可 去 除 镁 离子 ,破坏 亚 基 的 空间 结构 , 解 离 
一 些 蛋 白质 。 将 残余 颗粒 加 热 后 才能 与 失去 的 蛋白 质 重 新 结 台 。 加 热 的 作用 是 使 RI A 
粒 形成 更 加 紧密 的 结构 ,而 这 种 结构 又 是 体外 装配 所 必需 的 。 

4 — A NE. SCARE Bic do Ae RP DE (subunit assembly defective, sad ) ,会 有 装配 前 体 堆 积 。 
前 体 颗粒 含有 rRNA, 但 只 结合 了 部 分 和 蛋白质。 进一步 分 析 ,共有 三 种 前 体 物 质 ,21 S 为 
30 S 亚 菇 的 前 体 ,32 5 和 43S 为 30S 亚 基 的 前 体 。 体 内 的 21 S 前 体 与 RI 颗粒 有 相似 
的 仍 白 质 成 分 ,这 些 蛋 白质 在 CaCl 或 LC 处 理 时 属 最 后 解 离 的 部 分 。 可 能 它们 最 先 装 
配 人 亚 基 的 ,所 以 最 难于 被 去 除 。 体 内 的 前 体 愈 有 前 体 rRNA, RI 颗粒 含 成 熟 的 16 5 
rRNA。 前 体 rRNA 比 成 熟 的 稿 长 些 , 甲 基 化 程度 低 些 ,构象 会 有 些 不 同 , 影 响 与 蛋白 质 的 


l: 
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在 缺乏 某 种 或 几 种 蛋白 质 的 情况 下 进行 装配 实验 ,可 确定 每- -种 成 分 在 装配 中 的 作 
用 ,及 对 其 他 和 蛋白质 装 配 的 影响 。 经 体外 实验 确定 了 30 S 亚 基 的 装配 图 ,各 种 蛋白 质 以 
不 同 的 次 序 与 rRNA 结合 。 

在 rRNA 转录 时 ,装配 即 已 开始 。 多 数 蛋 白质 的 强 结合 位 点 位 于 rRNA 先 转录 出 的 
5 端 。 在 转录 完成 时 ,已 结合 了 几 种 核 精 体 蛋 白质 。 


三 、 核 糖 体 的 活性 位 点 
核糖 体 可 分 为 翻译 区 域 (translational domain UE tb 区 域 (exit domain) ,有 A.P Aki 


转移 酶 活性 位 点 .EF-Tu,EF-G,5 SrRNA .mRNA 和 逐 出 {EE 位 }) 等 活 忻 位 点 ,如 图 6-5 所 
不 。 翻 译 区 域 占 23, 逐 出 区 域 占 173, 与 膜 系统 结合 。 


图 6-5 BRARED ON 


用 标记 的 tRNA 类似 物 与 核糖 体 结合 ,然后 观察 核糖 体 的 哪 一 种 成 分 与 之 结合 ,可 用 
十 确定 核糖 体 的 活性 位 点 ,这 种 方法 称 为 亲 合 标记 实验 。 男 一 种 方法 是 对 业 基 进行 修饰 ， 
双 过 修 秘 使 部 分 蛋白 质 或 rRNA 失去 活性 ,看 其 对 核糖 体 的 功能 有 何 影响 。 如 3 - 乙 氧 - 


2 - 氧 丁 醛 能 修饰 rRNA 的 岛 晨 叭 ;四 硝 基 甲 烷 可 使 蛋白 质 硝 基 化 。 但 要 将 修饰 的 程度 控 
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制 在 一 定 的 范围 内 。 
30 S 亚 基 与 imRNA 的 结合 需要 SEG., S 蛋白 对 单 链 核酸 有 很 强 的 亲 合 力 , 并 能 


阻止 mRNA 形成 分 子 内 的 一 级 结构 ,以 利于 翻译 的 进行 。S1 蛋白 旺 长 链 状 , 因 而 分 析 其 
在 核糖 体 的 定位 较 困 难 。 实 验证 实 , 它 和 S18 与 S21 组 成 一 个 活性 区 域 ,位 于 小 平 基 的 峡 
部 ,参与 起 始 tRNA 识别 AUG, 与 mRNA 起 始点 碱 基 配 对 的 YRNA 的 3 端 也 位 于 该 区 
域 。 起 始 因 子 也 结合 在 该 区 域 中 。 如 IF3 可 与 16 S rRNA 的 3 端 和 一 些 参与 mRNA £d 
合 的 和 蛋白质 发 生 交 联 。 如 果 与 大 亚 基 结合 的 区 域 也 位 于 该 区 域 ,IF3 的 结合 可 稳定 mR- 
NA -30 S 复 合 物 ,而 后 被 大 亚 基 所 取代 。 大 小 亚 基 的 结合 机 制 还 不 太 清 楚 。 位 于 亚 基 表 
而 的 16 S rRNA 第 791 位 诚 基 的 突变 影响 大 小 亚 基 的 结合 。16 S tRNA 的 3" 端 区 域 与 
23 S rRNA 有 一 互补 区 ,对 大 小 亚 基 的 结 台 起 一 定 作 用 。 

16 S rRNA 部 分 位 于 A f, EE 1392 至 1407 有 一 保守 区 , 称 为 1400 区 (1400 re- 
gion) ,该 区 域 参与 和 tRNA 的 结合 。 交 联 和 保护 实验 证 明 肽 酰 - tRNA 和 和 氨基 酰 - tRNA 
均 与 这 一 区 域 结 合 。 目 前 已 鉴定 出 分 别 有 史 种蛋 白质 构成 A 和 了 位 ,但 还 不 清楚 它们 问 
的 作用 机 制 。 转 肽 酶 活性 位 点 已 被 顺 吟 霉 素 定 位 ,该 位 点 包括 了 23 S tRNA 和 几 种 蛋白 
质 。 生 长 的 肽 链 由 50 S 亚 基 伸 出 ,此 转 肽 酶 活性 位 点 约 15 nm, 星 伸展 状态 , 当 离 开 玉 位 
后 发 生 折 和 要。L7 与 L12 结构 极其 相似 ,只 是 L7 的 N 端 有 一 乙酰 基 。L7AL12 形成 了 大 
亚 基 的 柄 部 ,功能 是 刺激 有 GTP 酶 活性 的 蛋白 质 发 挥 作用 。EF_G 位 点 位 于 50S 亚 基 ， 
FB 30 S 亚 基 的 S12( 一 种 mRNA 结合 蛋白 ) 很 近 ,因此 该 位 点 分 布 在 两 个 亚 基 上 。 保 护 实 
验证 明 ,EF-G 可 保护 23 S rRNA 上 两 处 碱 基 , 其 中 一 处 (2660 环 ) 也 被 EF-Tu 保护 ,说 明 
EF-G 位 点 和 EF-Tu 位 点 连接 在 一 起 。28 S rRNA 也 有 类 似 的 环 ,对 该 环 的 破坏 引起 肽 
链 延 伸 的 终止 ,说 明 这 一 环 状 结 村 的 重要 作用 。 

A BERI P fS) E ES tRNA ,每 个 tRNA HA T EEACE EEDILT BORREB ARE. A 
有 P 位 结合 了 肽 酰 - tRNA Je, SUEBE- tRNA 才能 与 A 位 结合 ,可 见 P 位 影响 A fir fois 
E, AA PR RNA Sehr RES St ODECT EE tRNA 分 子 的 直径 为 2 nm, 因 此 两 个 反 
密码 子 的 距离 不 能 超过 1 nm. fL A 位 和 PP 位 的 tRNA 可 能 有 相同 的 构象 。mRNA 在 
两 个 密码 子 闻 形 成 一 定 的 角度 ,两 个 tRNA 从 不 同 的 方向 与 mRNA 结合 。 这 种 模式 可 解 
决 入 位 和 P 位 的 立体 铺 构 与 tRNA 大 小 之 间 的 矛盾 。 核糖 体 的 移 位 可 能 通过 角度 的 变 
化 将 tRNA 由 六 位 移动 到 了 位 ,这 样 可 使 mRNA 相对 于 核糖 体 的 移动 由 tRNA 来 完成 ， 
以 便于 由 密码 子 和 皮 密 码 子 间 的 配对 来 确定 移动 的 距 高 。 

核糖 体 上 活性 位 点 之 间 有 着 密切 的 联系 ,一 个 位 点 活性 的 变化 可 影响 其 他 位 点 的 功 
能 。 


由、 核糖 体 在 查 白 质 合成 中 的 作用 


以 鹏 ,人 们 认为 核 糯 体 是 由 多 种 具有 催化 功能 的 蛋白 质 通 过 蛋白 质 间 及 和 rRNA 间 
的 相互 作用 装配 起 来 的 。 自 发 现 RNA 有 催化 活性 后 ,使 人 们 想到 RNA 在 核糖 体 中 可 能 
有 更 加 重要 的 功能 。 现 已 发 现在 翻译 的 各 阶段 均 有 rRNA 的 参与 ,TRNA 的 正确 结构 是 
蛋白 质 发 挥 催化 功能 所 必需 的 。 在 翻译 起 始 过 程 中 ,rRNA 的 3 端 直 接 与 mRNA 作用 ， 
16 $ rRNA Æ A AI P 位 直接 与 反 密码 子 作 用 ;23 S mRNA 5- tRNA 的 CCA 端 直接 
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必用 ;大 小 亚 基 的 结合 可 能 涉及 到 16 S 和 23 SrRNA 间 的 碱 基 配 对 关系 。 在 翻译 的 各 个 
阶段 ,抑制 翻译 的 抗生素 几 平 都 作用 于 rRNA ,说明 rRNA WERTE, 

结构 分 析 . 碱 基 和 修饰 和 罕 变 证 明了 16 S rRNA 分 子 中 有 些 碱 基 是 核糖 体 的 功能 所 必 
SR. BEES DE (colicin) E3 切除 16 SrRNA 的 3 端 知 个 核 音 酸 ,可 丧失 核糖 体 结 
A IF3 .识别 mRNA 和 结合 tRNA 的 能 力 , 完 全 阻止 翻译 的 起 始 。 在 16SrRNA 的 3' 端 ， 
有 --6 碱 基 的 序列 ,与 mRNA 中 AUG 上 游 的 6 个 碱 基 相互 补 ,使 二 者 互补 性 下 降 的 突变 
能 中 止 翻 泽 ,使 互补 性 增加 的 突变 可 增强 翻译 的 效率 。 这 说 明 rRNA 和 mRNA 间 的 互补 
对 翻译 的 起 始 有 重要 作用 。 

rRNA 的 突变 影响 盔 译 的 特异 人 性。 如 16 SrRNA 的 3 主要 功能 区 的 突变 可 抑制 翻译 
的 终止 ;rRNA 与 mRNA 间 的 识别 作用 能 引起 移 码 , 越 过 mRNA 上 的 一 个 碱 基 , 这 表明 在 
核糖 体 的 移动 过 程 中 ,rRNA 与 mRNA 可 能 发 生 直接 的 碱 基 识 别 。 通 过 分 析 16 S rRNA 
受 保护 的 碱 基 位 点 ,发 现 正在 进行 翻译 的 核 精 体 中 16 S rRNA 的 结构 会 发 生 一 些 变化 ， 
这 时 16 S rRNA 受 保护 的 碱 基 位 点 分 布 在 整个 分 子 中 (一 级 结 物 ), 但 在 三 级 结构 中 ,这 
些 位 总 集中 在 一 定 的 区 域 ,执行 特定 的 功能 。 引 起 16 S rRNA 结构 变化 的 困 素 有 50 SE 
基 的 结合 ,mRNA 及 tRNA 与 核 精 体 的 结合 。 这 说 明 在 寅 译 过 程 中 的 不 同 阶 段 , 核糖 休 
的 构象 发 生变 化 ,使 不 同 的 rRNA 发 浑 作用 。 上 已 提 及 ,A 位 和 证 位 均 有 16 S rRNA 的 
人 参与。 结合 在 A 位 的 RNA 可 保护 16 S rRNA 分 子 上 的 两 个 区 域 ,其 中 一 个 位 于 37. 
$2 -个 称 为 530 YR, 530 环 处 的 突变 可 抑制 UGA UAG 和 UAA 的 识别 。 受 也 位 tRNA 
保护 的 碱 基 位 点 在 一 级 续 构 中 很 分 散 ,但 在 三 级 结构 中 相对 集中 。16 SRNA 的 1400 区 
能 与 肘 酰 - tRNA 发 生 交 联 ,说 明 这 一 区 域 是 位 的 组 成 部 分 。tRNA 的 这 些 效应 是 由 反 
密码 子 蔡 环 结构 引起 的 ( 见 图 6-6)。 

对 23 STRNA 了 解 没有 16 S 详细 ,但 也 鉴定 了 一 些 功能 位 点 。 它 也 参与 了 A 位 和 P 
位 的 形成 。tRNA3 CCA 端的 一 段 序列 能 保护 23 S rRNA 的 几 个 碱 基 , 说 明 肽 酰 - tRNA 
1k P frilist 3'CCA 3955 23 S rRNA 作用 。 玉 位 也 可 与 tRNA 结合 , 空 载 的 tRNA 经 过 该 
位 点 离开 核糖 体 。23 S rRNA SHERE TE, 肽 酰 转 移 酶 活性 由 哪 种 成 分 来 提供 的 
还 不 清楚 ,但 rRNA 肯定 有 重要 的 作用 ,有 些 rRNA 的 突变 可 抵抗 某 些 抗 生 素 对 转 肽 酶 活 
性 的 抑制 作用 。 目 前 还 未 能 在 核 粳 体 中 发 现 有 催化 活性 的 蛋 睛 质 。 将 50 S 亚 基 中 大 多 
数 蛋 白质 成 分 抽 提 去 除 ,所 残余 的 23 S rRNA 及 与 之 相连 的 少量 蛋白 成 分 具有 转 肤 酶 活 
性 。 破 坏 rRNA 的 二 级 结构 后 , 转 肽 酶 活性 消失 。 由 于 上 日 前 还 不 能 制备 有 完整 二 级 结构 
而 不 含 蛋白 质 成 分 的 23 S rRNA, 所 以 还 不 能 肯定 的 说 23 S rRNA 具有 转 肽 酶 的 活性 。 
可 以 推测 ,50 S 亚 基 中 的 某 些 蛋白 成 分 使 23 S TRNA 形成 特定 的 空间 结构 ,才能 形成 转 
BKE ETE. Df RNA 前 接 过 程 中 RNA 的 前 切 活性 有 很 大 相似 。 

核糖 体 在 细胞 内 除 参与 翻译 过 程 外 ,一 部 分 以 游离 状态 存在 ， 在 处 于 生长 状态 的 细 
菌 ,游离 的 核糖 体 约 占 20% 。 

真 核 生 物 的 核糖 体 的 功能 还 知之 其 少 。 其 TRNA 的 作用 可 能 类 似 宇 原核 生物 。 一 些 
抑制 核糖 体 功能 的 物质 都 是 通过 与 rRNA 作用 的 。 如 曹 麻 毒 蛋白 凝集 素 {iectin ricin) 就 
是 使 28 S rRNA 脱 去 一 个 腺 嘎 叭 而 抑制 翻译 的 。 
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图 6-6 16SrRNA 分 于 中 的 功能 区 域 


第 四 节 ”原核 生物 的 翻译 过 程 [28 


无 论 原核 生物 还 是 真 核 生 物 , 番 译 可 分 为 三 个 阶段 ,中 起 始 (initiation)、 鞍 仲 (elonga- 
tion) 和 终止 (termination)。 翻 译 的 速度 很 快 ,在 370 A 15 个 氮 基 酸 / 秒 ,一 个 300 个 氨 
基 酸 组 成 的 蛋白 质 分 子 只 需 20 秒 就 能 完成 。 

研究 翻译 过 程 的 方法 主要 是 应 用 体外 翻译 系统 。 体 外 翻译 系统 的 速度 比 体内 悍 一 个 
数量 级 。 下 面 讲 述 原 核 生物 翻译 的 过 程 。 


一 起 H 


翻译 的 起 始 是 核糖 体 的 大 小 亚 基 tRNA 和 mRNA 在 起 始 因子 的 协助 下 组 合成 70 S 
起 始 复 合 物 的 过 程 。 参 与 起 始 过 程 的 核糖 体 亚 基 由 游离 存在 的 和 继 止 后 核糖 体 解 离 产 生 
的 亚 基 提供 。 从 这 一 点 来 看 ,起 始 和 终止 是 密切 相关 航 。 


1. 起 始 的 第 一 步 是 30 S 亚 基 与 mRNA 的 结合 


在 mRNA 编码 区 的 上 游 有 一 段 短 的 序列 能 为 30 S 亚 基 识别 , 称 为 核糖 体 结合 位 点 
(ribosome-binding site). 30 S 3E. 3E A MOTOR BB mRNA fr ,必须 有 起 始 因子 (initiation 
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factor, IF)y 参 与。 起 始 因子 发 现 于 30 S 亚 基 "洗涤 " 实 验 。 用 氧化 所 处 理 过 的 30 SEH 
在 体外 不 能 与 mRMA 结合 ,后 来 发 现 有 些 与 30 S 亚 基 结合 放松 的 蛋白 因子 被 洗 下 来 ,被 
鉴定 为 起 始 因子 。 起 始 因子 只 存在 于 游离 的 30 S$ 亚 基 中 ,每 种 起 始 因子 的 拷贝 数 比 游 离 
30 S 亚 基 少 得 多 。 细 菌 中 有 三 种 起 始 因 季 , 分 别 为 IF1 IF2 和 IF3。 其 中 IF3 促进 30 S 
亚 基 与 mRNA 的 结合 ;1F2 参与 起 始 tRNA 与 30 S 亚 基 的 结合 ;IFl 的 功能 还 不 特别 确 
定 , 它 与 30 5 亚 基 结合 只 是 作为 起 始 复 合 物 的 一 个 组 分 ,可 能 只 起 稳定 作用 ,而 不 是 识别 
30 S 亚 基 中 的 特别 成 分 。 

IF3 有 两 个 作用 ,第 一 屁 稳 定 游离 的 30 S 亚 基 。 当 30 S 亚 基 从 核糖 体 解 离 后 ,要 依 
$E IF3 来 维持 游离 状态 。 这 种 作用 对 维持 核糖 体 与 游离 亚 基 间 的 平衡 有 重要 作用 。IF3 
结合 30 S 亚 基 可 阻止 与 50 S 亚 林 缔 合 成 完整 的 核糖 体 ,因此 IF3 又 称 为 抗 缔 合 因子 。 
一 个 IF3 可 结合 “个 30 $ 亚 基 。 细 胞 内 IF3 的 数目 比 30 S$ 亚 基 少 一 些 。IF3 的 第 二 个 
功能 是 保证 小 亚 基 与 mRNA 的 结合 ,在 无 IF3 时 ,小 亚 基 不 能 与 mRNA 形成 起 始 复 合 
35. 但 小 亚 基 有 选择 mRNA 上 转录 起 始点 的 功能 ,所 以 具有 IF3 和 小 亚 基 共同 作用 , 才 
能 形成 正确 的 起 始 复 合 物 。 

mRNA 与 30 S 亚 基 的 结合 需要 mRNA 与 16 S rRNA 间 的 碱 基 配 对 关系 。 受 核糖 体 
保护 的 mRNA 约 有 30 个 碱 基 长 ,但 AUG 3 GUG 不 在 保护 区 内 。 在 AUG 上 游 10 个 碱 
基 处 看 一 保守 区 域 .其 一 致 序列 为 AGGAGGCS-D 序列 )。 在 16 S rRNA 的 3 端 区 域 存 在 
与 之 互补 的 保守 序列 CCUCCU。 该 序列 的 点 突变 可 抑制 翻译 的 进行 。 在 真 核 生物 中 ， 
rRNA 的 3 端 区 域 也 存在 一 类 似 的 区 域 ,为 CCUCC。 但 没有 在 mRNA 中 发 现 其 互补 序 
列 。 


2. 30 S-IE3- mRNA 8 & 19 5E tRNA 结合 


在 mRNA 的 核糖 体 结 合 位 点 ,有 一 段 序列 是 可 译 框架 起 始点 的 标志 , 即 起 始 密码 子 ， 
通常 为 AUG, 细 菌 中 有 时 也 用 GUG 和 UUG。AUG 是 甲 硫 氨 酸 的 密码 子 , 甲 硫 毛 酸 有 两 
种 IRNA, 一 种 识别 起 始 AUG, - -种 识别 延伸 过 程 中 的 AUG。 在 细菌 和 真 核 生物 的 细胞 
器 ,起 始 tRNA 携带 的 是 甲醛 化 的 甲 硫 氨 酸 (fMettRNAE)。 起 始 tRNA Jed PEU S 
tRNAf 结合 形成 Met-tRNAT, 再 由 10 - 甲 酰 四 氨 叶 酸 为 供 体 , 将 甲 硫 氨 酸 的 NH; 四 酰 化 ， 
形成 {Met-tRNAf。 这 种 “封闭 "使 起 始 tRNA 携带 的 氨基 酸 豆 失 了 形成 肽 键 的 能 力 。 内 
部 的 AUG 由 Met-tRNA 识别 。 起 始 tRNA 可 识别 AUG.GUG 和 UUG, 但 三 种 起 始 密码 
子 的 起 始 效率 不 同 。 用 GUG 替代 AUG, 起 始 效率 下 降 一 半 ; 用 UUG 替代 GUG ,起 始 效 
率 义 下 降 一 半 。 

AUG 和 GUG 作为 起 始 密码 子 ,代表 甲 杯 甲 硫 氨 酸 ;位 于 内 部 时 ,AUG 代表 甲 硫 氨 
酸 ,GUG 代表 编 氨 酸 。 这 种 意义 的 差异 是 由 核糖 体 决 定 的 。 在 30 S- IE3- mRNA 复合 
物 中 ,起 始 密码 子 正好 位 于 了 位 ,而 且 只 有 起 始 tRNA 才能 进 人 该 复合 物 的 了 位 ,其 他 的 
tRNA 只 能 进入 70 S 起 始 复合 物 的 点 位 。 因 此 ,只 有 位 于 核 精 体 结合 位 点 中 的 AUG 或 
GUG 才能 成 为 起 始 密码 子 。 

作为 起 始 CRNA 的 fMet-tRNA,, 在 结构 上 和 Met tRNAL 及 其 他 tRNA 是 不 同 的 。 起 
始 RNA 所 负荷 的 为 甲 栈 甲 令 氨 重 , 没 有 游离 的 氨基 ,不 能 形成 肽 键 。 但 这 一 特征 并 不 是 
绝对 的 ,因为 在 真 核 生 物 , 起 始 tRNA 为 Met-tRNA。 起 始 tRNA 还 有 另外 两 个 重要 的 特 
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征 { 如 图 6- 了 所 示 )。 一 是 接受 茎 最 后 两 个 碱 基 在 所 有 的 tRNA 中 均 星 配 对 状态 ,起 始 
tRNA 是 唯一 的 例外 。 如 将 这 两 个 碱 基 突 变 成 配对 状态 ,起 始 tRNA 就 可 参与 延伸 过 程 ， 
说 明 这 种 非 配 对 状态 阻止 了 起 始 tRNA 被 用 于 延伸 。 另 一 个 特征 是 起 始 tRNA REE 
中 有 三 个 GC 对 。 这 几 个 碱 基 对 的 突变 能 使 起 始 tRNA 不 能 进入 P 位 。 


Fat gh 
fori 


图 6-7 起 始 tRNA 的 结构 特征 


起 始 tRNA 进入 P 位 是 在 IF2 的 协助 下 完成 的 。IF2 先 与 起 始 {RNA 形成 二 元 复合 
物 (IF2 - fMet-tRNAT) ,IF2 只 能 与 起 始 tRNA 相互 作用 ， 因此 保证 了 其 他 的 tRNA 不 能 
用 于 起 始 。 另 外 ,1F2 还 有 依赖 核糖 体 的 GTP 酶 的 活性 。 二 元 复合 物 具备 了 与 30 S 亚 
基 结 合 的 能 力 。 同 时 ,GTP 也 加 入 到 复合 物 中 去 。 


3. 70 SEA SE SEHE RC 


30 S-IF3 - mRNA-IF2 - fMet-tRNAL-GTP 复合 物 有 与 50 $ 亚 基 结合 的 能 力 。50 S 
亚 基 的 结合 ,可 使 IF3 游离 ,看 来 IF3 与 SO S 亚 基 间 的 竟 争 决定 了 核 荷 体 的 工作 状态 。 
30 S 亚 基 的 结合 还 激活 了 IF2 的 GTP MEHE, JKE GTE 释放 能 量 ,并 解 离 下 来 。 这 样 就 
形成 了 70 S 起 始 复 台 物 (30 S-mRNA-IMet-tRNA - 50 S)。 这 时 所 有 的 起 始 因 子 都 解 离 
下 来 而 不 参与 延 体 过程 , 因 此 它们 只 起 辅助 因子 的 作用 。 

起 始 甲 酰 四 硫 氨 酸 的 甲 酰基 在 肽 链 合 成 至 15—30 个 氨基 酸 时 被 去 除 。 在 细菌 和 线 
粒 体 ,有 一 种 特殊 的 去 甲 酰基 酶 。 如 果 所 合成 的 蛋白 质 第 一 个 氨基 酸 不 是 甲 硫 氨 酸 , 在 所 
肽 酶 的 作用 下 , 甲 硫 气 酸 也 被 去 除 。 这 两 个 反应 儿 乎 是 同时 进行 的 。 
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H6-8 70S 复 和 台 物 形成 过 程 


Z., KEKE 


kna- tRNA 进入 70 SS 起 始 复合 物 ( 进 位 ) 的 态 位 为 标志 。 从 起 始 
tRNA 外 ,其 他 的 氨基 酰 - tRNA BAHA A 位 的 能 力 。 这 一 过 程 需要 延 促 因子 (elonga- 
tion factor, EF) 参 与 ,在 细菌 为 EF-Tu。EF-Tu 只 有 在 氨基 栈 tRNA 进位 时 才能 与 核糖 体 
结合 ,进位 完成 后 全 从 核糖 体 上 解 离 下 来 ,参与 下 一 个 进位 过 程 , 基 一 个 典型 的 辅助 因 
子 。 

EF-Tu 与 包 苷 酸 结 合 ,其 活性 爱 马 苷 堆 的 调节 。 有 多 种 恒 扬 质 通 过 这 种 方式 来 调节 
自身 的 活性 。 在 GTP 存在 时 ,EF-Tu 有 活性 ; 当 GTP 水 解 为 GDP 时 , 呈 无 活性 状态 ; 当 
GDP 被 GTP 取 代 后 ,又 恢复 活性 。EF-TuGTP 能 结合 氨基 酰 - tRNA 形成 EF-Tu-GTP- 
AAM- tRNA 三 元 复合 物 , 而 不 能 与 起 始 tRNA 结合 ,这 保证 了 起 始 tRNA 不 参与 肽 链 
的 延伸 。 在 核 精 体 的 P 位 被 起 始 tRNA SERKBE- tRNA 占据 的 情况 下 ,三 元 复合 物 进 入 到 
A ft, GTP ZKf&,3EREOIE FF-Tu-GDP。 而 后 发 生 转 肽 反应 , 即 A 位 的 氨基 酰 - tRNA FREIE 
带 的 氨基 酸 与 PP 位 的 肽 酰 - tRNA 的 肽 链 (或 起 始 氨基 酸 ) 形 成 肽 键 , 肽 链 延 长 了 一 个 氨基 
酸 。 惧 化 该 反应 的 酶 为 肽 酰 转移 酶 (peptidyl transferase), EF-Tu-GDP 在 EF-Ts 的 作用 
下 形成 EF-Tu-EF-Ts (1 8& 2g TAF), # GDP, EF-Ts 被 GTP RE, JE EF-Tu- 
GTP。 这 一 过 程 称 为 Tu-Ts 循环 。 

一 个 菌 体 细胞 内 有 大 约 70 000 个 EF-Tu 分 子 , 与 氨基 栈 - tRNA 的 数目 相似 。 这 表 
明 可 能 所 有 的 氨基 酰 - tRNA 者 以 三 元 复合 物 的 形式 存在 。EF-Tu 由 两 个 基因 编码 , 占 菌 
体 和 蛋白 的 5% ,多 教 以 二 元 或 三 元 复合 物 存在 。 一 个 菌 体 中 有 10 000 个 EF-Ts, S BOE 
的 数目 相似 。 

用 GTP 的 类 似 物 GMP-PCP( 不 能 水 解 供 能 代替 GTP 与 EF-Tu 结合 ,可 使 损 基 酰 - 
tRNA 进入 皇位 ,但 不 能 形成 肽 键 。 黄 色 霉 素 (kirrormycin) 可 抑制 EF-Tu 的 活性 。 当 黄色 
SER 5 EF-Tu 结合 时 ,EF-Tu-GTP 仍 能 使 氨基 栈 - tRNA 进入 和 位 ,但 不 能 释放 EF-Tu- 
GDP ,使 肽 键 不 能 形成 ,蛋白 质 合 成 停止 。 这 说 明 蛋 白质 合成 过 程 中 ,抑制 一 个 步骤 可 险 
止 下 一 个 步 豫 的 进行 。EF-Tu-GDP 的 不 能 释放 造成 了 核糖 体 不 能 形成 正确 的 构象 ,因而 
不 能 完成 转 肽 反应。 

转 肽 反应 使 P 位 的 肽 酰 - tRNA 的 胀 链 转移 给 A 位 的 tRNA, MI P ARI RNA HA 
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载 。 转 卜 酶 活性 位 于 核糖 体 的 大 亚 基 上 ,该 位 
点 可 将 和 位 和 卫 位 的 tRNA PLN, DAAE JE R AK 
E 6- 10)。 完成 这 一 反应 需要 rRNA 和 aatRNA 


Les pp n 
50 S 亚 基 的 蛋白 质 , 但 起 催化 作用 的 更 像 是 (x) ph 
RNA. pd aa-1RNA 


转 肢 结束 后 ,核糖 体 沿 mRNA 向 前 移动 一 n) 
TEES T 85 PE H, — npfRER OS XR fi ( transloca- 
tiony。 移 位 的 同时 将 了 位 的 空 载 tRNA 经 下 位 


逐 出 核糖 体 ,A 位 的 tRNA 移 至 P 位 ,以 便 新 的 aps LA^ 
氨基 本 进入 。 移 位 可 分 为 两 个 阶段 。 第 一 阶 GDP+T C) 

Et PH CBE RIS LA 位 的 tRNA 或 是 经 自身 移 GTP "it 

动 ,或 是 50 S 亚 基 相 对 于 30 S 亚 基 移动 , 进 人 

P 位 ;第 二 阶段 ,tRNA 的 反 密 码 子 端 移动 至 P 图 6-9 EETwTS 43K 


位 ,并 与 密码 子 配 对 (图 6-11)。 
移 位 需要 GTP 和 另 一 种 延伸 因子 EFG, 


SERE 


Hio-10 KERER 


EF-G 在 获 体 内 的 数目 与 核糖 体 基本 相同 {每 个 细胞 约 2000 T). EF-G 与 核糖 体 结合 可 
刺激 称 位 ,GTP 水 解 后 解 离 下 来 。 在 GTP 的 类 似 物 (GMP-PCP) 存 在 时 ,EF.G 也 能 与 核 
糖 体 结合 ,但 不 能 发 生 移 位 。GTP 的 水 解 是 核糖 体 的 功能 ,EF-G 不 能 催化 GTP 的 水 解 。 
在 EF-G 不 存在 的 情况 下 , 核 狂 体 也 可 以 发 生 移 位 反应 ,但 效率 很 低 。 这 说 明 移 位 是 核糖 
体 加 有 的 性 质 ,但 可 被 EF-G 所 催化 。 

参与 番 白 质 合成 还 有 一 种 4.5 S RNA ,长 114 TRE TREIE REENER, 
TRARA £43: 3000 个 分 子 ,只 有 少 部 分 与 核糖 体 结合 。4.5 S RNA 基因 的 突变 
可 抑制 细菌 的 生长 ,该 突变 可 被 EEC 基因 的 宽 变 所 抑制 ,说 明 它 和 EF-G 相互 作用 。 部 
分 分 逆 型 蛋白 质 的 合成 需要 4.5 SRNA 

EF-Tu 和 EF-G 不 能 局 时 与 核糖 体 结合 ,二 者 交替 与 核糖 体 结合 和 释放 。 ERM 
酸 (fusidic acid) 存 在 时 ,EF-G 能 与 核 精 体 结合 ,GTP 也 可 水 解 ， EOCBE UE 4E, 8T 1E AERE fr 4B 

* 217 > 


EF-G-GDP 不 能 释放 ,使 状 链 的 延伸 终止 。 目 前 还 不 清楚 两 种 延伸 因子 问 的 排斥 是 通过 
核糖 体 的 构象 引起 还 是 一 者 竞争 同一 结合 位 点 引起 。 一 者 交替 与 核糖 体 结合 说 明和 蛋白 质 
合成 是 一 个 有 序 的 过 程 。 两 种 延伸 因子 与 核糖 体 的 结合 都 要 有 GTP 而 不 是 GDP 的 存 
在 ,可 能 是 GTP 能 使 延伸 因子 形成 有 活性 的 构象 形式 。 


EF-Tu LRA 
tRNA 
UYN T 


GTP GDP« pi 


有 三 种 终止 密码 子 ,UAG FECAHERUETIT-  UAA 称 为 赭石 密码 子 ,UGA 称 为 乳 石 密 
BF. EARR UAA 使 用 频率 最 高 ,UGA 次 之 ,UAG RIE, 没有 一 种 tRNA 能 识别 终 
止 密码 子 ,而 是 由 蛋白 质 因 子 来 识别 。 在 大 肠 杆 菌 .有 二 种 蛋白 质 因子 催化 终止 反应 , 称 
为 释放 因子 (relcasing factor, RE), RF1 识别 UAA 和 UAG,RF2 识别 UGA 和 UAA,RF3 
可 刺激 RFI 和 RF2 的 活性 。RF 必须 在 已 位 有 肽 酰 - RNA 时 ,才能 识别 A 位 的 终止 密 
i8 f. 释放 因子 的 数量 比 起 始 因 子 和 延 伯 因子 少 得 多, 每 个 细胞 只 有 600 个 左右 ,相当 于 
每 30 个 核糖 体 一 个 释放 因子 。 释 放 因 子 基 因 的 罕 变 可 降低 翻译 终止 的 效率 ,表现 为 通 计 
增强 ;计量 的 表达 可 增强 终止 的 效率 。 这 说 明 释 放 因 子 与 误 读 终止 密码 子 的 tRNA 间 有 
竞争 作用 。 

合成 的 终止 包括 肘 链 的 释放 .tRNA 的 逐 出 和 核 狂 体 与 mRNA 的 解 离 。 新 生 肘 链 从 
tRNA 的 解 离 类 似 于 延伸 过 程 中 的 转 肽 反应 ,而 释放 因子 可 能 改变 了 转 肘 反应 的 性 质 , 使 
肽 链 释 放 。 核 糖 体 与 mRNA 是 如 何 解 离 的 ,还 不 清楚 ， 可 能 由 释放 因子 引起 核糖 体 构 笨 
的 变化 ,也 可 能 有 其 他 的 蛋白 质 因子 参与 。 


第 五 节 ， 真 核 生 物 的 蛋白 质 生物 合成 过 程 i29~34] 


和 原核 生物 一 样 , 真 核 生 物 的 蛋白 质 生物 合成 的 过 程 包括 起 始 .延伸 和 终止 。 但 和 原 
核 生物 比较 起 来 ,有 很 多 特点 。 


一 、 合成 起 始 
真 核 生 物 蛋 白质 生物 合成 起 始 过 程 中 ,需要 甲 mAH- tRNAi、GTP,ATP 和 十 儿 种 


起 始 央 子 (eIF) 参 与 。 其 具体 过 程 如 下 。 
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1. 80 S 核糖 体 的 解 高 


80 S xd Hi 60 S 大 亚 基 和 40 S$ 小 亚 基 结合 而 成 。 正 常生 理 情 况 下 ,80 S Bolt icm 

60 S,40 S 大 小 亚 基 之 问 ,存在 一 动态 平衡 , 即 : 
80 5 60S+405 

因此 ,即使 在 蛋白 质 合 成 十 分 旺盛 时 ,也 会 存在 少量 的 游离 的 60 SRL 40 S ERE, CAR 
核糖 体 亚 基 结合 的 起 始 因 子 (eIF -1A.eIF-3 和 eaIF-3A)。 客 亚 基 因子 slIF- 3 可 与 
40 S 亚 基 结 合 , 形 成 43 S 亚 基 , 又 称 43 Sno elF- 1A 对 43 S 亚 基 有 稳定 作用 。elIF -3 
与 40 S$ 亚 基 的 缚 合 ,干扰 了 40 S 亚 基 与 60 S$ 亚 基 的 结合 。elF - 3 还 可 与 mRNA rRNA 
及 mRNA 的 幅 子 结构 相互 作用 。 此 外 ,elF~3 可 与 60 S 亚 基 结合 从 而 阻止 60 S RL4O S 
亚 基 的 结 人 台 。 在 三 种 起 始 因子 的 共同 作用 下 ,形成 43 S 亚 基 ,是 会 成 起 始 的 开端 。 


2. 三 元 复合 物 和 43 S 前 起 始 复合 物 的 形成 


MettRNAi 可 识别 起 始 密码 子 AUG。Met-tRNAi 首先 与 GTP 和 eIF - 2 形成 三 元 
复 会 物 ,而 后 与 43 S 亚 基 形成 前 起 始 复 合 物 。 在 起 始 过 程 结束 后 ,eIF - 2 - GDP 复合 物 
释放 。GDP 须 变换 成 GTP, 方 能 重新 进入 下 一 个 起 始 过 程 。 催 化 GDP 和 GTP 间 交 换 反 
应 的 是 elF - 2B, 它 是 一 种 GTP 结合 蛋白 , 需 辅酶 NADPH, NAD 和 NADP 可 抑制 其 活 
性 。eIF- 2 T P, B SE SE 5j GTP 结合 ,同样 ,y 亚 基 也 具有 与 GTP 结合 的 位 点 。eIF -2 
结合 GDP 的 能 力 比 GTP Bj E HAS. elF-2-GTP 复合 物 不 稳定 ,与 Met-tRNAi 结合 后 ， 
形成 稳定 的 三 元 复合 物 ,再 与 43 Sn 结合 形成 43 $ 前 起 始 揽 合 物 。 该 结合 过 程 需 eIF - 
1A 和 eIF -3 参与 。43 S 前 起 始 复合 物 的 形成 不 需要 GTP。elF - 2a 的 磷酸 化 可 影响 
GDP/GTP 的 交换 反应 ,从 而 调控 eIF - 2 的 活性 。 

eIF -2 还 有 其 他 的 一 些 功 能 。 如 可 与 mRNA 结合 ;与 起 始点 的 选择 有 关 ;eIF - 26 和 
-28 ERSA RNA 结合 的 保守 区 域 等 。 


3. 43 S 前 起 始 复合 物 与 mRNA 的 结合 


在 结合 mRNA 前 ,有 三 种 eIF 共同 作用 ,消除 mRNA 的 SIRK (S untranslated 
region, S UTR) 的 分 子 内 二 级 结构 , 即 eI[F- 4F.eIF -_ 4B 和 elF - 4A, 

elF - 4F 由 三 个 亚 基 组 成 ,可 识别 mRNA 的 邓 帽 子 结构 m;G5'pppS/X, 3k — jp USE 
ATP 2:53, f£ eIF - 4F 分 子 中 ,eIF- 4o 亚 基 又 称 eIF - 4E, fh B ROS EET SR I x 
RB , 另 两 个 亚 基 eIF -4B 和 eIF - Ay RHR, eIF- 4E 在 细胞 核 中 与 mRNA 结合 ， 
当 转 移 到 细胞 浆 中 后 再 与 eIF- 征 的 其 他 亚 基 结 合 。eIF- 4F 的 y 亚 共 是 糖 蛋 白 , 具 有 很 
多 和 蛋白酶 的 识别 序列 和 RNA 识别 区 域 ， 此 亚 基 的 功能 还 不 十 分 清楚 。 在 脊髓 谈 质 炎 病 
毒 感染 时 ,该 亚 基 受 到 水 解 , 具 帼 子 结构 的 mRNA 的 翻译 受到 搞 制 。 但 应 当 指出 ,该 亚 基 
的 降解 并 不 一 定 导 致 翻译 的 抑制 。 因而 ,在 消 钥 灰质 炎 病 每 的 感染 时 , 定 存 在 其 他 的 机 
制 。eIF~4F 的 a 亚 基 与 eIF- 4A 十 分 相似 ,其 至 可 以 相互 替代 ， 它 以 游离 的 形式 大 基 
的 存在 于 细胞 中 。 小 妃 中 有 两 种 eIF - 4A 的 基因 ,分 别 编码 elF - AAT 和 eIF -4AII。 游 
PRÉS eIF- 4A 与 eIF- 4AIL 相 同 , 而 eiF- 4F 的 a EZE elF ~ A4AIeIF - 4AH 以 4:1 的 比 

" 219 ， 


列 组 全 而 成 的 。eJEF- 4A 分 型 的 意义 尚 不 清楚 。elF- 4A 在 elF4- 卫 的 存在 下 可 与 帽子 
结构 相互 作用 ,属于 “和 致死" 框 罩 白 家 族 , 有 螺旋 酶 的 活性 ;含有 ATP 结合 位 点 和 ATPase 
位 点 ;有 依赖 RNA 的 ATPase 活性 和 依赖 RNA 的 钳 旋 酶 活性 ,eIF - AF 也 有 后 一 种 活性 ， 
HA elF - AB HAA. 

elF- 4B AHE RNA 的 区 域 ,在 eIF - 4A 或 -4F K ATP 的 存在 下 ,能 与 帽子 结构 各 
RNA 相互 作用 。 此 外 , 尚 有 依 就 核糖 体 的 ATP 酶 的 活性 ,eIF - 4A RI eIF - AF 能 增强 这 
种 活性 。 

eiF -4F 的 作用 机 制 如 下 :在 eIF-4a 亚 基 肌 ATP 存 在 下 ,eaIF-4F 与 mRNA 的 帽子 
结构 结合 ,elF - AA 结合 上 来 ,形成 赐 旋 酶 复合 物 , 开 始 使 mRNA H S UTR 的 二 级 结构 
HUNE. XX 一 过 程 需 ATP 的 水 解 。eIF - 4B 可 促进 eIF- 4o 亚 基 的 再 循环 。 在 细胞 内 eIF 
-4A £ T- 4B A- AF 基础 上 ,eIF- 4A 可 维持 与 mRNA 帽子 结构 的 结合 状态 ,从 而 维持 
S'UTR 的 单 链 状态 。 在 此 基础 上 ,43 S 前 起 始 复合 物 与 mRNA 结合 形成 48 S 前 起 始 复 
合 物 。 具 体 何 种 因子 参与 这 -过 程 还 不 十 分 清楚 。eIF - 3 对 核糖 体 和 mRNA Er 
Jj, P cIF - AB Fi- AF XJ ceIE - 3 EUfr cf Jj RI EAEE EXRIE T- Ss T 43 S 前 复合 物 与 
mRNA 的 结合 过 程 。 


4. 起 始 密码 子 AUG 的 选择 


40 S 亚 基 与 mRNA 的 结合 并 不 能 使 Met-tRNAi 正好 与 AUG 结合 。AUG 一 般 位 于 
帽子 结构 下 游 的 50 一 100 RER, Kozak 提出 了 一 种 识别 AUG 的 机 制 ,已 在 很 多 的 研 
究 中 得 到 了 证 实 。43 S 前 起 始 复合 物 包括 eIF - 3 和 eIF - 2.GTP.Met tRNA 由 HT 
构 处 沿 S UTR 移动 ,直至 第 一 个 AUG 处 。 有 关 解 旋 因 了 于 eIF- 4A 4B 利 - AF 在 此 过 程 
中 的 变化 尚 不 清楚 。 些 于 eIF-4B 与 核糖 体 的 作用 及 其 依赖 核糖 体 的 ATPase 的 活性 ,该 
因子 可 能 在 此 过 程 中 起 重要 作用 。 

对 AUG 的 识别 可 能 是 反 密 码 子 与 密码 子 间 的 碱 基 配对 ,但 还 有 其 他 的 HRSA, 
因为 对 不 同 AUG 的 识别 效率 不 同 。 无 论 真 核 生物 还 是 原核 生物 ,在 AUG 前 后 (一 3 到 
+4) 有 一 保守 序列 CCC(AAG)CCAUGG, 同 核糖 体 小 亚 基 的 RNA(ssrRNA) 的 一 保守 序 
列 互补 性 很 强 。 特 别 是 ss rRNA 5j mRNA 中 AUG 上 游 的 三 个 碱 基 间 的 稳定 结合 ,造成 
了 43 S 复 合 物 移动 的 缓慢 ,为 Met-tRNAi 识别 AUG 提供 了 时 间 。 

除 Met-t RNAi 和 rRNA 外 ,还 有 其 他 ~- 些 因素 在 AUG 的 选择 上 都 有 重要 的 作用 。 
elF - 2a 成 B- 亚 基 的 突变 可 致使 选择 UUG 为 起 始 密 码 子 。eIF - 2/8RNA 的 比重 较 低 
可 引起 利用 3 远 端 的 AUG 为 起 始 密 码 子 。 这 说 明 elF -2 在 起 始 密码 子 的 正确 选择 上 有 
EHEH. 


5.48 S 起 始 复 合 物 与 60 S 亚 基 结合 


43 S 起 给 复合 物 在 AUG 处 正确 定位 后 ,在 eIF -5 的 作用 下 ,eIF - 2- GTP IK fet og 
elF - 2: GDP, Afi S3 eIF - 2- GDP 和 其 他 的 eIFs 由 40 S 亚 基 上 解 离 下 来 ,60 S 亚 基 与 
40 S 亚 基 结合 形成 80 S 起 始 复合 物 。 与 60 S 亚 其 结合 的 eJFE _ 3A 也 释放 。 有 些 文献 指 
出 ,eIF -2.GDP 仍 结合 在 80 S 复 合 物 形成 中 ,在 slF2 -BB 的 作用 下 才 释 放出 来 ,并 转换 
成 elF -2.GTP。 由 于 资料 有 限 , 尚 无 法 定论 。 
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80 S 起 始 复合 物 形 成 后 ,第 一 个 豚 键 的 形成 还 需要 elJF - 5A, 它 会 有 一 个 修饰 的 氨基 
酸 , 并 与 其 功能 有 关 。 具 体 的 机 制 还 不 清楚 。 

在 细小 病毒 中 ,有 一 种 不 同 的 起 始 机 制 。 该 病毒 的 5 UTR 非常 长 ,在 610 至 1000nt 
之 间 。 并 具有 复杂 的 二 狠 针 构 。 它 含有 多 至 15 个 的 AUG 密码 子 ,下 种 内 和 种 间 的 位 
E .数目 的 保守 性 很 差 。 这 宕 明 这 些 AUG 不 能 被 核糖 体 移动 选择 机 制 用 为 有 效 的 起 始 
密码 子 。 它 采用 内 部 翻译 起 始 的 机 制 。 在 SUTR 中 ,有 一 内 部 起 始 所 需 的 最 小 片段 , 称 
为 内 部 核糖 体 进 人 片段 (internal ribosome entry segment, IRES)。 核 糖 体 内 部 进入 位 点 位 
T IRES fj 3, K 25nt 左右 ,具有 二 级 和 三 级 结构 , 且 对 起 始点 的 选择 有 重要 作用 。 在 
脑 心 肌 炎 病毒 的 (EMCYV)R 株 , 翻译 起 始 于 第 十 一 个 AUG(834nt), 有 时 也 起 始 于 第 12 
个 AUG(846nt)。 第 十 位 的 AUG(826nt) 上 下 文 序列 具有 类 似 于 核糖 体 移动 选择 模型 中 
起 始 部 位 的 特点 ,但 翻译 却 不 由 此 起 始 。 内 部 起 始 的 过 程 中 ,也 需要 反 式 作用 的 蛋白 因子 
参与 。 有 关 这 一 问题 的 详细 论述 ,请 参阅 有 关 文 献 。 


rs” po 


GTP GDP 


图 6-12 事 核 生物 从 白质 生物 合成 的 起 始 过 程 


二 、 肽 链 的 延 介 


译 为 多 肽 链 的 氨 酸 序列 的 过 程 。 其 中 ,翻译 


肽 链 的 延伸 是 将 mRNA 的 核 芽 酸 序列 翻 
的 准确 性 是 该 过 程 的 关键 。 


i. 延伸 因子 


在 真 核 生 物 中 , 普 站 存在 着 延伸 因子 1(elongation factor ~ 1,eEF -1)7 和 2Celongation 
factor - 2,eEF - 2), 在 真菌 中 还 有 延伸 因子 3Celongation factor - 3, eEF - 3). 

(1) 延伸 因子 1  cEF-1Jé —R E REEL LEE PPP RUERE- tRNA 转运 至 核 
Tif. KERER dr 4 BUR [8] BU IE E E S, 4) EOS o BS M ys ae 亚 基 负责 与 氨基 栈 - 
tRNA 结合 ,并 需 GTP 的 参与 。GTP 可 能 是 亚 基 的 变 构 激活 剂 。GTP 同样 是 原核 生物 
A EF-Tu IF -2 及 直 核 生物 的 elF -2 所 必需 的 ,而 这 些 因子 的 功能 均 是 与 氨基 酰 -tRNA 
结合 。a 亚 基 的 GTP RHS ERIR, HAR- tRNA ,核糖 体 和 mRNA 能 增强 这 种 活性。 
GTP 水 解 后 a 亚 基 从 核糖 位 上 解 离 下 来 ,形成 eEF - 1a'GDP。eEF - 1a* GDP 必须 转变 
为 活性 形式 eEF - lc"GTP, 才 能 继续 发 摔 作 用 。B 亚 基 有 核 医 酸 交换 活性 ,能 加 速 EF- 
la GDP & 2E Jj eEF - lo GTP, 类 似 于 原核 生物 的 EF-Ts。Y 亚 基 具有 增强 a 亚 基 的 活 
PE. S 亚 基 的 功能 不 十 分 确定 ,结构 上 与 和 EE I US E, HERE C 端 区 域 ,而 且 8 亚 基 C 
的 交换 活性 就 在 C 端 ,因此 推断 人 亚 基 也 可 能 具有 核 苍 酸 交换 活性 。 但 N 端 二 者 无 同 源 
性 ,而 二 不 同 来 源 的 8 亚 基 的 N 端 同 源 性 也 较 差 , 因 此 5 亚 基 也 可 能 有 其 他 的 功能 。 

eEF -1 的 a.B 和 8 亚 基 均 可 被 蛋白 激酶 CCPKCO SER 4E o 亚 基 的 修饰 还 包括 甲 基 
化 和 磷酸 甘油 乙醇 胺 基 化 。 这 些 修 饰 的 意义 还 不 十 分 清楚 ,但 肯定 与 eEF - 1 的 活 人 性 调 
控 有 关 。 

eEF - 1o 的 过 量 表达 在 酵母 可 导致 翻 详 忠 实 性 的 提高 dE IR Mau] RE KC Hog dr. BW 
和 料 显示 ,在 衰老 过 程 中 ,eEF - le 的 活性 下 降 。 因 此 ,可 能 衰老 过 程 中 伴随 着 翻译 忠实 性 
的 下 降 。 慷 外 ,eEF- la 的 大 量 表达 还 可 以 提高 细胞 的 生长 能 力 ;- - 些 引 起 细胞 生长 的 因 
素 也 可 引起 细胞 内 eEF - 1a 的 大 量 表达 ,如 癌 基 因 ve fos 可 诱导 EF- lo 的 表达 。 

此 外 ,还 发 现 eEF - la 与 细胞 内 其 他 成 分 如 肌 动 蛋白 等 结合 的 现象 ,其 意义 不 明 。 

(2) 延伸 因子 2 延伸 因子 2 是 单 体 蛋 白质 分 子 。 能 与 GTP 结合 ,GTP 为 其 发 挥 
功能 所 必需 的 。GTP 结合 位 点 位 于 eEF - 2 分 子 的 N 端 区 域 。eEF - 2 具有 GTP BE 
性 ,该 活性 由 60 S 亚 基 的 核 精 体 某 ~- 区域 在 移 位 后 激活 。 对 GDP 的 亲 合 性 比 GTP 高 出 
很 多 。eEF ~ 2 对 核糖 体 的 亲 合 性 有 两 种 状态 ,高 亲 全 性 出 现在 移 位 前 , 低 亲 合 任 出 现在 
移 位 后 。eEF - 2-GTP 和 eEF - 2.GDP 间 的 转变 不 需 其 他 的 因子 参与 。 

eEF - 2 有 二 种 共 价 修饰 方式 。His - 714 在 多 种 酶 的 催化 下 产生 修饰 作用 ,这 种 修饰 
不 是 其 功能 所 必需 的 ,但 为 第 .= 种 修饰 的 基础 , 即 只 有 发 生 这 种 修饰 后 ,eFF - 2 才能 进行 
ADP -核糖 基 化 ,核糖 基 化 的 cEF - 2 完全 失去 T GTP 酶 活性 , 不 能 与 核糖 体 结合 ,失去 
了 结合 GTP 及 GDP 的 能 力 。 第 三 种 修饰 方式 是 磷酸 化 。 故 酸化 的 位 点 在 Thr56 和 
Thr58, 一 者 均 位 于 GTP 结合 的 区 成 。 训 酸化 的 结果 是 使 EF -2 失 活 。 

MEERE eEF - 2 激酶 的 催化 下 完成 的 。 该 酶 的 催化 亚 基 为 100 kDa, 5 $538 5 Ej 
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结合 。 催 化 亚 基 的 活性 完全 依赖 于 钙 离 子 和 钙 调 蛋白 。 该 酶 在 自身 催化 或 cAMP 依赖 
性 蛋白 激酶 催化 磷酸 化 后 ,对 钙 离 子 和 依赖 程度 降低 。 因 而 , 钙 离 子 和 cAMP 可 以 抑制 
延伸 。 

(3) 延伸 因子 3 延伸 因子 3 REREH ( Saccharomyces cerevisiae ) ,白色 念珠 
B ( Candida albicans ) FUR FIL IE BT ( Schizosaccharomyces pombe) PEA., pP —4& e cet t 
p. T R2 120—125 kDa, 共有 结合 和 水 解 ATP 和 GTP 的 能 力 , 二 种 活性 位 于 同一 活 
性 位 点 。 在 一 级 结构 中 有 一 重复 的 核 背 酸 结 合 区 域 ,与 其 他 ATP 结合 蛋白 相似 。 在 结构 
上 与 原核 生物 核糖 体 SS 蛋白 和 一 些 氨基 酰 - tRNA 合成 酶 有 相似 之 处 。 

eEF - 3 的 功能 尚 不 十 分 清楚 。 它 对 每 一 轮 延 伸 都 是 必需 的 ,可 能 起 到 保证 翻译 准确 
性 的 作用 ,类 和 拟 于 原核 生物 核糖 体 的 S5 蛋白 。 有 和 提出 酵母 核糖 体 上 存在 工 位 点 ,eEF- 
la* GTP* aa-tRNA 首先 进 人 本位 ,而 后 在 eEF - 3 的 作用 下 进 信 AA 位 。 为 何 高 等 真 核 生 物 
没有 eEF - 3, 目 前 尚 不 清楚 。 


2. 延伸 循环 


延伸 循环 可 分 为 三 个 阶段 ;进位 、 肽 键 形成 和 移 位 。 

(1) 进位 。 进位 是 指 aa-tRNA 进入 A 位 。aa-tRNA 是 以 cEF - la GTP aa-tRNA 
复合 物 的 形式 进入 A 位 的 ,并 需要 GTP 的 水 解 。 在 这 一 过 程 中 ,如 何 保 证 正确 ag.tRNA 
的 进入 即 翻译 的 准确 性 是 一 关键 问题 。 目 前 有 两 种 模型 ,一 种 认为 对 aa-tRNA 经 过 了 二 
步 选择 ,第 一 步 是 在 三 元 复合 物 进 入 A 位 时 ;第 二 步 是 在 GTP 水 解 后 和 肽 键 形 成 前 。 另 
一 种 是 三 位 点 模型 ,认为 除 A 和 了 位 外 ,还 存在 一 个 aa-tRNA 结合 位 点 。 在 原核 生物 第 
三 个 位 点 (E 位 点 ) 已 被 证 实 , 而 真 核 生 物资 料 还 不 充分 。 已 发 现 免 肝 80 S 核糖 体 有 三 个 
结合 aa-tRNA 的 位 点 。 

(2) EARR 。 ”aa-tRNA 进位 后 ,立即 形成 肽 键 。 HK SETE gi, dE d ORE BECK Ip dai i9 
RNC EE SERE buo IEEE SEREAS. A 位 与 P 位 间 的 距离 要 比 两 种 aa_tRNA 发 生 反 应 所 
WERK ,因此 推测 在 形成 肽 键 时 核糖 体 的 空间 构象 要 发 生 扭 曲 。 氨 基 酰 - tRNA 的 a 氨 
基 对 肽 酰 - TRNA RERI RAAE, MATERE 

(3) 移 位 。 移 位 是 指 肽 键 形成 后 ,核糖 体 沿 mRNA 向 3' 方 向 移动 一 个 密码 子 的 距 
离 。 对 真 核 生物 的 移 位 过 程 了 解 还 不 十 分 清楚 ,可 能 与 原核 生物 相似 。 移 位 需 eEF - 2 
参与 , 移 位 后 可 使 eEF -2 的 构象 发 生变 化 ,从 而 水 解 GTP, 对 核糖 体 亲 合力 下 降 并 游 高 
下 来 。 但 在 核糖 体 缺 乏 eEF- la-GTP-aa-tRNA 时 ,eEF - 2 可 能 依然 维持 与 核糖 体 结 合 
的 状态 , 当 三 元 复合 物 与 核糖 体 结合 后 ,eEF - 2 才能 离开 。 有 些 资料 表明 ,eEF - 2 并 不 
是 延伸 所 必需 的 , 它 只 起 到 加 速 的 作用 。 


=Z, Ê RI 
FRIEFET LE IFAS E FEE Dkt H8 LE READ Ek 5 mRNA 分 离 的 过 程 。 尽 
EE TO 年 代 发 现 了 释放 因子 和 终止 密码 ， 但 至 今 还 未 对 其 精确 机 制 有 较 详细 的 了 解 。 
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1. 和 真 核 生 物 的 终止 因子 


真 核 生 物 只 有 一 种 释放 因子 (eukaryotic releasing factor, eRF) ,能 识别 三 种 终止 密码 
T UAA UAG 和 UGA。 最 初 发 现 的 是 免 的 eREF ,分 子 量 为 56.5 kDa。 试 验 表 明 eRF 不 
能 线 正 细菌 核 精 体 的 肪 链 延 伸 反 应 ,而 且 原 核 生 物 有 三 圳 有 释 放 因 子 ,说明 霹 核 生物 和 原核 
生物 在 终止 的 机 制 上 存在 差异 。 应 用 免 eRF 的 单 克隆 抗体 籍 选 表达 文库 ,已 得 到 了 编码 
该 蛋白 的 DNA ,发 现在 序列 上 与 时 肪 动物 的 色 毛 玖 ~- tRNA A REA AT 9096 89 [8 8 
fk. 但 二 党 在 热 稳定 性 和 磷酸 纤维 素 屋 析 特 性 上 都 有 很 大 区 唱 ,WRS 也 不 具有 eRF 的 
活性 ,说 明 二 者 是 不 则 的 二 种 罩 白 质 。 但 为 何 二 者 有 如 此 高 的 同 源 性 , 尚 待 探讨 。 

在 酿酒 醉 母 中 ,已 发 现 了 SUP45 /SAL4 的 基 内 产物 Sup45p 有 终止 因子 的 活性 ,但 
可 能 只 是 一 种 类 似 于 原核 生物 RF - 3 的 辅助 因子 。 

线粒体 有 上 自己 独特 的 终止 因子 (mitochondrial releasing faetor,mRE)。 在 酵母 的 线 粒 
WUPAELT mRE-1, 5 KEStE LS RE- 130 RE-2 A341 398% 和 30% 的 同济 性 。 它 识 
3! UAG 和 UGA 的 能 力 还 不 十 分 清楚 。 大 鼠 线 粒 林 的 RFE 在 识别 终止 密码 子 的 特性 上 和 和 
细菌 的 RE- 1 相似 。 


2. 终止 的 机 制 


当 核 糖 体 移动 到 终止 密码 子 (UAA,UAG 和 UGA) 处 时 ,由 于 没有 氨基 醇 - tRNA 能 
对 其 识别 EBORE DUE YE IC REBEL ERE 因子 可 以 识别 终止 密码 子 ,并 与 护 精 体形 成 复合 物 ， 
引起 肽 链 的 释放 ,在 核 精 体 释放 因子 (ribosome releasing factor, RRF) [8H fE HF ,核糖 体 
5j mRNA 解 离 , 肽 链 延伸 终止 。 

(1) Sab REA T- AXE ISELE Vn v JR HE LC IERI T3 UAA UAG 和 
UGA( 线 粒 体 有 例外 )。 但 通过 分 析 大 量 的 终止 子 发 现 ,终止 密码 子 的 使 用 频率 是 不 则 
的 ,上 且 密码 子 的 下 游 的 第 一 个 核 苷 酸 并 不 是 随机 的 。 因而 有 人 提出 终止 密码 子 应 由 4 个 
核 将 酸 组 成 而 不 是 我 们 通常 认为 的 三 个 核 昔 酸 。 体 外 试验 证 遇 , 真 炉 生物 的 RF 需要 识 
别 4 个 核 背 酸 才能 终止 翻译 。 资料 表明 有 些 真 炉 生 物 的 终止 密码 子 的 下 游 炉 霸 酸 倾向 于 
G。 但 上 述 观 点 还 能 过 体内 试验 的 证 据 。 另外 ,新 生 肪 链 的 氢 基 杉 种 类 对 终 上 上 的 效果 也 
有 影响 。 

(2) 终止 密码 子 的 识别 翻译 的 终止 是 通过 长 F 与 终止 窗 码 子 的 相互 作 几 完成 
的 。RF 可 识别 第 一 个 进入 到 A 位 的 终止 密码 子 ,并 导数 鸭 礁 - RNA MKE, EF RF 
的 结合 位 点 有 以 下 三 种 模型 :一 是 认为 RF 直接 与 处 于 A Dr BOSE E WERT A TM GA 
为 某 种 rRNA 通过 碱 基 配对 与 A 位 的 终止 密码 子 结合 ,RF WAIE RNA 结构 ;第 
三 种 认为 虽然 存在 TRNA 5 mRNA 间 的 相互 作用 ,但 RE 不 是 识别 这 种 双 链 RNA 的 结 
构 , 而 是 由 于 rRNA 与 mRNA 的 相互 作用 引起 了 rRNA Tape or fe E E AE RE 
RT ELVASIESK qE ES T DL PI 6 S — possit , f BEER SENS 

在 体外 实验 中 已 证 实 , RE 与 终止 密码 子 间 特 异 的 相互 作用 类 似 和 于 碱 基 配 对 ,也 就 是 
涪 类 似 于 延伸 过 程 中 tRNA B5 CREE T. 53 mRNA 的 密码 子 闻 的 相互 作用 。 在 原核 生物 
中 ,已 发 现 30 S 亚 基 的 16 SRNA 参与 了 RF 识别 终止 密码 子 的 过 程 。 在 真 核 生物 ,这 方 
面 的 报道 还 很 少 。 
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(3) 翻译 的 终止 ”在 终止 因子 识别 终 目 密码 子 后 , 肽 酰 - tRNA 水 解 ,新 生 肽 链 释 
放 , 核 糖 体 与 mRNA 解 离 ,60 S 与 40 S 亚 基 解 离 。 解 离 后 的 大 小 亚 基 可 参与 下 一 次 循 
环 。 有 关 具 体 的 机 制 , 真 核 生 物 了 解 的 还 不 狗 。 


第 六 节 蛋白质 生物 合成 初始 产物 的 后 加 工 


由 核糖 体 释 的 新 生 上 胀 链 并 不 是 一 个 完整 的 有 生物 学 功能 的 蛋白 质 分 子 ,必须 经 过 后 
加 工 , 才 具 有 生物 学 活性 ,包括 形成 高 级 结构 、 与 其 他 亚 基 缔 合 及 其 他 的 共 价 修 饰 。 


一 、 肘 链 中 气 基 琶 残 基 的 化 学 修饰 


对 新 生 肽 链 中 某 些 氨基 酸 残 基 进 行 共 价 修饰 ,是 翻译 后 处 理 的 重要 内 容 。 反 应 的 主 
要 类 型 有 以 下 几 种 ; 

(DERE EERE NRHN a SEEKERS e 氨基 上 ; 

{2) 甲 基 化 ”发生 在 a 氨基 ,< 氨基 HARHA CRRA o 羧基 种 便 链 的 羧基 
E; 

GRE — EXOA'ETEH EROR ES HERO TRAD CERRO 3E. H, 

(4) 泛 酸化 EEEa BEA: 氨基 上 ， 

(3S) 转 气 基 酸 作用 主要 发 生 在 N 末端 的 & 禾 基 上 ; 

(6) $ R ADP 核糖 基 化 ”主要 发 生 在 精 氨 酸 的 肌 基 上 ， 

(DREE 。 ”可 以 通过 NN 糖 痛 键 连接 于 天 冬 氨 栈 的 酰胺 基 上 ,也 可 以 通过 〇 糖苷 
刍 连 接 于 丝氨酸 和 苏 氮 酸 的 羟基 上 以 及 郑 炽 氮 酸 和 卷 撒 氨 酸 的 羟基 上 ,也 可 以 通过 S» 
TüguESBCD GEBEN REBOSTAE FL 

在 每 一 种 类 型 的 共 价 覆 饰 过 程 中 ,可 以 由 不 同 的 酶 催化 ,如 a 氨基 和 羧基 的 甲 基 化 是 
在 不 同 的 酶 催化 下 完成 的 。 每 种 共 价 修饰 都 具有 重要 的 生理 功能 。 


=. RIE N 端 甲 硫 氢 酸 或 甲 酰 甲 硫 氨 本 的 除去 


在 原核 生物 中 ,蛋白 质 起 始 合成 的 第 一 个 氨基 酸 为 甲 酰 甲 硫 氨 酸 ; 真 核 生物 为 甲 梳 所 
酸 。 而 成 熟 的 蛋白 质 N 末端 大 部 分 不 是 甲 硫 氨 酸 , 故 必 须 切 去 N 端的 一 个 或 几 个 氨基 
屋 。 该 氨基 酸 的 甲醛 基 可 出 脱 甲 酰 酶 催化 下 而 被 去 除 。 在 多 数 情况 下 , 当 肽 链 的 N N 
离 出 核糖 体 后 ,立即 进行 脱 甲 酰 化 。N 端的 甲 硫 氮 酸 的 去 除 也 可 在 合成 起 始 后 不 久 发 生 ， 
但 这 一 过 程 受 肽 链 折 重 的 影响 。 


三 、 信 号 肽 的 切除 


无 论 原核 生物 还 是 真 核 生物 ,蛋白 质 除 游离 于 胞 浆 内 发 挥 作 用 外 ,还 有 一 部 分 要 分 泌 

到 细胞 外 和 定位 于 膜 系统 中 起 作用 。 如 革 兰 氏 阴 性 菌 的 细胞 膜 具有 两 层 膜 结构 ,内 膜 全 

有 能 量 代谢 和 物质 转运 有 关 的 蛋白 质 ;外 膜 有 促进 离子 和 营养 物质 进 人 细胞 的 蛋白 质 ， 
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膜 周 质 中 含有 水 解 眩 及 其 他 蛋白 质 。 真 核 生 物 细胞 更 加 复杂 ,细胞 内 有 各 种 不 同 的 细胞 
器 ,每 种 细胞 器 又 有 不 同 的 膜 结构 。 和 蛋白 质 在 细胞 内 的 定位 更 加 复杂 。 和 蛋白 质 不 但 要 决 
定 是 否 越 膜 , 还 要 决定 要 越 膜 的 种 类 。 在 越 膜 过 程 中 ,有 时 要 在 翻译 的 同时 发 生 一 些 处 理 
过 程 (cotransiational processing) , 而 翻译 后 发 生 的 共 价 修饰 称 为 翻译 后 加 工 (posttransla- 
tional processing} o 

在 绝 大 多 数 细菌 的 越 膜 蛋白 中 ,N 端 都 有 一 长 为 15 一 30 个 氨基 酸 的 信号 驮 。 信 和 号 肘 
的 秀 半 段 富 含 精 氨 酸 和 赖 握 酸 , 带 正 电荷 ;后 半 段 以 疏水 性 氨基 酸 为 主 , 约 有 15-20 4 
基 酸 。 该 段 氨基 酸 能 形成 "螺旋 结构 , 紧 接 信 和 号 肽 的 序列 也 能 形成 螺旋。 两 段 a 螺旋 
以 反 向 平行 形成 一 个 发 天 结构 ,很 容易 进入 脂 双 层 。 继 续 合成 的 肽 链 能 穿 过 内 膜 。 如 果 
是 内 膜 借 握 , 如 会 有 一 段 或 几 段 政 水 区 域 结合 于 内 膜 中 。 当 组 成 发 夹 结 构 的 两 段 a 螺旋 
问 的 部 分 达 内 膜 外 表面 时 ,位 寺内 膜 外 表面 的 信和 号 肽 酶 (signal peptidase) 就 切除 信号 肽 。 
翻译 越 膜 货 白 的 核糖 体 是 与 内 膜 结合 的 ,这 更 便于 越 膜 过 程 。 

真 核 生物 细胞 中 合成 的 蛋白 质 如 何 到 达 不 同 的 部 位 取决 于 夏 白 质量 否 具有 转运 信 
号 。 如 果 没 有 转运 信号 ,蛋白 质 就 保留 在 细胞 质 中 。 不 同 的 细胞 定位 需要 不 同 的 转运 信 
5. AB REBEL EA AEE CURE B AI REI RADERA S CBE AE ri D 
BKF N ii, KH 15—30 I SOLBE RUE AMARU EUER OIL N 端 有 几 个 正 
UB. fer E] 6 SCIRET ER IRI 真 核 生物 的 信号 肽 也 能 形成 螺旋 的 发 夹 结 构 , 在 信号 肽 识别 
BUF (signal recognition particle, SRP ) 的 协助 下 播 人 到 糙 面 肉质 网 的 膜 中 。 SRP 是 一 个 
RNA 和 看 白质 组 成 的 复合 物 , 由 7 SL RNA 和 6 种 蛋白 质 组 成 。 其 中 ,7 SL RNA 由 300 
T ECEEAUX. SRP 由 两 个 结构 域 ,一 个 是 信号 肽 识别 结构 域 , 由 7 SL RNA 中 的 100 至 
2530 个 核 背 酸 部 分 与 19.54.68 和 72 kDa 化 白质 构成 , 另 一 个 由 7 SL RNA 的 其 他 部 分 
与 9 和 14 kDa 蛋白 质 组 成 。SRP 能 与 炊 面 内 质 网 上 的 错 定 蛋白 (docking protein) 结 合 ， 
并 引导 新 合成 的 肽 链 进 人 粮 面 内 质 网 。 最 后 引导 分 泌 恒 白质 的 越 膜 。 合 成 的 蛋白 质 而 后 
进入 高 尔 基 复合 体 接受 修饰 ,或 国定 于 膜 中 ,或 形成 分 泌 小 泡 , 分 小 到 细胞 外 。 目前 对 核 
内 ,线粒体 和 叶绿体 的 蛋白 质 转运 机 制 还 不 清楚 
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肘 链 的 折 琵 在 肽 链 合成 没有 结束 时 就 已 经 开始 。 核 精 体 可 保护 30 至 40 TAER 
AE IE PR TICRE P BE MAREE E BE HUS (ETT AITE, SE BOTE JL P E GEA ES 
终止 同时 完成 。 例 如 ,大 肠 杆菌 半 乳 糖苷 酶 的 抗体 可 识别 酶 的 三 级 结构 ,能 与 合成 该 栈 
的 多 核 精 体 结合 。 该 酶 的 活性 形式 为 四 雍 体 , 当 新 生 的 肘 链 还 末 由 核糖 体 释 放 时 ,就 能 与 
DF ALES RED YE LIRE zt. 这 说 明 高 级 结构 的 形成 在 合成 终止 前 就 开始 了 。 由 此 可 
见 , 重 白质 的 折 王 是 从 N 端 开始 的 。 


五 、 切 除 前 体 中 功能 不 必需 肽 段 


在 蛋白 质 的 前 体 分 子 中 ,有 - - 些 肽 段 是 功能 所 不 需要 的 ,在 成 熟 的 分 子 中 不 在 在. 及 
段 的 切除 是 在 专 一 性 的 蛋白 水 解 酶 的 作用 下 完成 的 。 如 前 胰岛 素 原 的 加 工 过 程 中 就 去 除 
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了 分 子 内 部 的 连接 肽 (C 肽 )}。 包 种 多 肽 激素 各 酶 的 前 体 大 都 要 经 过 这 一 加 工 过 程 。 
六 、 二 硫 键 的 形成 


在 mRNA 分 子 中 ,没有 胱 氮 酸 的 密码 子 , 而 不 少 帮 白质 分 子 中 含有 胱 氨 酸 二 硫 键 ,有 
的 还 有 网 个 。 且 二 硫 键 是 重 白质 的 功能 基 团 。 二 硫 键 是 通过 两 个 半 胱 氨 酸 的 莹 基 氧 化 形 
成 的 ,有 的 在 切 除 肘 段 前 就 已 形成 。 


七 、 多 肽 链 N 端 和 C 端的 修饰 


在 少数 情况 下 ,合成 的 多 肽 一 或 两 问 存 在 修饰 氨基 酸 ,如 微 管 蛋 白 的 a 链 在 酶 的 作用 
下 : 心 端 能 被 酷 氢 酸 修饰 , 且 不 需要 tRNA。 还 发 现 一 种 能 从 活化 的 tRNA 上 将 氮 基 酸 残 
基 转 移 到 成 熟 的 蛋白 质 N 端 上 。 哺 乳 动 物 中 也 有 类 似 的 现象 ,意义 不 详 。 

在 病毒 和 细菌 中 ,有 些 蛋 白质 的 N 端 氨基 被 乙醚 化 。 而 在 真 核 生物 中 ,细胞 中 有 半 
数 以 上 的 和 蛋白质 NN 端 被 乙酰 化 。 乙 酰 化 受 N 乙酰 转移 酶 催化 ,该 酶 对 凡 端 氨基 酸 有 选 
择 性 ,能 被 修饰 的 有 :甘氨酸 再 氨 酸 、 丝 氨 酸 . 甲 硫 氨 酸 和 天 冬 氨 酸 。 这 种 作用 的 生物 学 
功能 不 详 ,可 能 具有 调解 蛋白 质 稳定 性 的 作用 。 多 数 多 肪 的 C 端 被 酰胺 化 ,特别 是 多 肤 
激素 LE PUE THEE ERE CR , 缩 胆 量 素 和 分 刻 素 。 酰 胺 化 能 保护 多 肽 免 受 外 切 酶 的 
水 解 。 另 外 ,N 端 还 有 葡萄 糖 胺 和 脂肪 酸 基 团 的 修饰 等 。 


( 张 永亮 ) 
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第 七 章 ”原核 生 物 基因 表达 调控 
第 一 节 Wm 述 


机 体能 在 基因 表达 过 程 的 任何 阶段 进行 调控 ,如 调控 可 在 转录 阶段 ,转录 后 加 工 阶段 
和 翻译 阶段 进行 。 

转录 的 调控 主要 发 生 在 起 始 阶段 ,这 样 可 避免 浪费 能 量 合成 不 必要 的 转录 产物 。 通 
常 不 在 转录 延伸 阶段 进行 油 控 ,但 可 在 终止 阶段 进行 调控 ,终止 可 以 防止 越过 终止 子 而 进 
行 下 一 个 基因 的 转录 。 

RNA 的 初级 转录 产物 本 身 是 一 个 受 调控 的 靶 分 子 ,转录 物 作为 -个 整体 其 有 效 性 可 
以 受到 调 榨 ,例如 , 它 的 稳定 性 可 以 决定 它 是 否 保 存 下 来 用 于 翻译 。 此 外 ,初级 转录 产物 
转变 为 成 熟 分 子 的 加 工 能 力 可 决定 最 后 mRNA 分 子 的 组 成 和 功能 。 在 真 核 细 胞 中 ,还 可 
对 RNA 从 核 到 胞 浆 中 的 转运 进行 调控 。 但 是 在 细菌 中 ,mRNA 只 要 一 合成 ,就 可 用 于 翻 
译 。 

翻译 也 像 转录 一 样 ,在 起 始 阶段 和 终止 阶段 进行 调控 。DNA 转录 的 起 始 和 RNA fl 
译 的 起 始 路 线 也 很 相似 。 

在 原核 生物 和 真 核 生 物 最 常见 的 调控 是 转录 过 程 的 调控 。 因 此 本 章 先 讨 论 转录 调 
控 , 然 后 ,再 介绍 翻 详 水 平 的 调控 。 

为 了 便于 理解 ,在 介绍 基体 的 调控 过 程 之 前 , 先 介 绍 一 些 基本 概念 。 


1. 顺 式 作用 元 件 和 反 式 作用 因子 


基因 活性 的 调控 主要 通过 反 式 作用 内 子 (通常 是 蛋白 质 ) 上 与 顺 式 作 用 元 件 (通常 在 
DNA 上 ) 相 互 作用 而 实现 。 基 因 基 编码 可 扩散 产物 的 DNA, 序列 ,基因 所 编码 的 产物 可 以 
是 蛋白 质 ( 大 多 数 基因 都 编码 蛋白 质 ) ,也 可 以 是 RNA(tRNA 和 rRNA)。 其 最 重要 的 特 
点 是 基因 产物 将 从 合成 的 场所 扩散 到 其 发 挥 作用 的 其 他 场所 。 游离 基因 产物 扩散 至 其 月 
标 场所 的 过 程 称 为 反 式 作用 (zrans-acting)。 因 此 反 式 作用 因子 trans-acting factor) 的 编 
码 菇 因 与 其 识别 或 结合 的 革 核 芽 酸 序 询 不 在 同一 个 DNA 分 子 上 。 

顺 式 作用 {cis-acting) 的 概念 用 于 任 .不 转变 为 任何 其 他 形式 的 DNA 序列 ERE 
原 位 发 挥 DNA 序列 的 作用 , 它 仅 影响 与 其 在 物理 上 相连 的 DNA。 有 诗 顺 式 调节 序列 最 
引发 挥 作用 的 分 子 不 是 DNA, MÆ RNA, ER E , LSU PE FH OO cis-acting element) 是 指 
对 基因 表达 有 调节 活性 的 DNA 序列 ,其 活性 只 影响 与 其 自 身 同 处 在 一 个 DNA 分 子 上 的 
基因 ;同时 ,这 种 DNA 序列 通常 不 编码 蛋白 质 ,多 位 于 基因 旁 侧 或 内 会 子 中 。 


2. 结构 基因 和 调节 基因 


为 了 区 分 调控 过 程 中 的 调控 成 分 和 其 调控 的 基因 ,有 和 时 用 结构 基因 和 调节 基因 的 概 
To MRH (structural gene) 是 编码 蛋白 质 或 RNA 的 任何 基因 。 结构 基因 编码 着 大 是 
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功能 各 异 的 蛋白 质 , 所 编 始 的 蛋白 质 有 组 成 细胞 和 组 织 基本 成 分 的 结构 蛋白 .催化 活性 的 
RAGA ERE. NE pH (regulator genc) 是 参与 其 他 基因 表达 调控 的 RNA 和 和 货 白 质 
FO Rp fes REL. 

VUE 3E DIR 6 59 dE o8 S5 DNA 上 的 特定 位 点 结合 控制 转录 是 调控 的 关键 。 调 
节 物 与 DNA 特定 位 点 的 相互 作用 能 以 正 润 挖 的 方式 (启动 或 增强 基因 表达 活性 ) 调 节 郁 
基因 ,也 能 以 负 调 控 的 方式 (关闭 或 降低 基因 表达 活性 ?调节 靶 基因 。DNA 位 点 通常 位 于 
受 凋 节 基 由 的 二 游 ,位 有 时 也 有 苛 外 。 


3. 启动 子 和 终止 子 


位 于 转录 单位 开始 和 结束 位 置 上 的 序列 为 启动 子 (promoter) #4 IE F (terminator), 
两 者 都 十 典型 的 顺 式 作用 位 点 。 启动 子 估 于 基因 转录 起 始点 的 上 游 ,负责 基因 转录 的 起 
Wr. FEMCK BERE IESEDS BU TER S B at YR ER IET BEEF] 一 类 皮 式 作用 因子 识别 的 顺 式 
作 开 元 件 , 这 类 反 式 作用 因子 就 是 RNA 聚合 酶 。 当然 ,两 个 位 点 也 能 各 自 结 合 一 些 特 
定 的 其 他 因子 
4. 操纵 基因 和 阻 抑 蛋 自 

绍 获 的 传统 控制 机 制 是 负 调 控 : 即 阻 抑 蛋白 (repressor) 阻 止 基 因 表 达 。 在 缺 省 的 情 
H TEPEE HET), RNA 聚合 酶 能 够 识别 受 油 节 基因 的 肩 动 子 , 使 这 种 基因 得 到 表 
ik. 5 一 个 叫 司 操纵 基因 (operator} 的 版 式 作用 信 点 与 启 动 子 相 邻 ,操纵 基因 是 阴 抑 蛋白 
的 缀 位 点 。 当 阻 抑 蛋 白 与 操纵 基因 结 台 时 ,就 会 阻止 RNA 聚合 酶 启动 转录 ,基因 的 表达 
因而 被 关闭 ， 


5. 转录 因子 


除了 上 述 负 油 控 ,基因 转 关 的 测控 也 有 下 调控 。 在 细菌 中 , 正 调控 与 负 凋 控 使 用 的 频 . 
率 也 许 大 致 相等 ,但 在 真 核 牛 物 中 ,最 常见 的 调控 方式 是 正 调控， 参与 正 调控 的 反 式 作用 
因子 就 是 转录 因子 (transcription factor), 转录 因子 是 转录 起 始 过 程 中 ,RNA 3X fr EESTI 
的 辅助 因子 。 典型 真 核 基因 的 缺 省 状态 ( 即 无 转录 因子 ) 是 基因 处 于 无 活性 状态 ,RNA RE 
合 酶 自身 不 能 在 启动 子 上 起 始 转录 。 反 式 作用 因子 在 启动 子 附近 有 作用 位 点 ,其 中 的 -- 
些 或 所 有 因子 的 结合 使 RNA 聚合 酶 能 起 始 转录 。 

正 调控 和 人 负 调 控 的 共同 点 是 调控 蛋白 都 是 反 式 作用 因子 , 它 通 常识 别 位 于 基因 上 游 
的 顺 式 作 用 元 件 。 不 同类 型 的 调节 和 蛋白 识别 不 同 的 序列 。 尽管 调节 蛋白 结合 DNA 的 实 
际 长 度 较 长 BERRA DNA 上 很 短 的 序列 ,一 般 小 于 10 php。 细菌 启动 子 就 是 一 个 例 
TRUE RNA 聚合 酶 在 转录 起 始 时 , 狗 盖 大 于 70 bp 的 DNA, 但 其 识别 的 关键 序列 是 位 
于 一 35 和 一 10 中 心 处 6 个 碱 基 的 序列 。 

原核 生物 和 真 核 生 物 的 基因 组 织 差异 很 大 ,细菌 的 结构 基因 一 般 成 簇 排 列 . 而 真 校生 
物 基因 则 是 独立 存在 。 成 入 排列 的 结构 基因 能 受 单一 启动 子 共 向 控制 ,结果 是 整套 基因 
上 戌 者 都 表达 或 都 不 表达 。 本 章 主要 讨论 细菌 基因 表达 的 控制 模型 , 真 核 生物 基因 表达 的 
调控 在 第 八 章 介绍 。 
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第 二 节 操 纵 子 112 一 人 


原核 生物 的 调控 可 发 生 在 转录 和 釉 译 等 不 同 阶段 ,但 以 转录 水 平 调控 为 主 。 大 肠 杆 
菌 的 乳糖 操纵 子 是 目前 转录 水 平 最 清楚 的 调控 ,转录 水 平 调控 的 许多 一 般 规 律 都 源 于 对 
乳糖 操纵 子 的 研究 。 

在 细 苗 中 编码 功能 相关 的 结构 蛋白 的 基 鸯 常 成 艇 排列 在 一 起 。 例 如 , 同一 个 代谢 途 
径 的 酶 的 基因 就 常 成 能 排列 。 此 外 ,除了 参与 代谢 途径 的 酶 以 外 ,其 他 与 该 途径 有 关 的 蛋 
白质 的 基因 也 可 能 包括 在 此 控制 单元 内 。 例 如 ,负责 转运 小 分 子 底 物 进入 细胞 内 的 蛋白 
质 的 基因 有 时 就 包括 在 这 样 的 控制 单元 肉 。 这 样 的 控制 单元 就 是 操 级 子 (operon)。 操 纵 
子 就 是 由 操纵 基因 以 及 相 邻 的 若干 结构 基因 所 组 成 的 功能 单位 ,其 中 结构 基因 转录 受 操 
级 基因 (operator) 所 控制 。 操 纵 子 中 的 全 部 结构 基因 从 同一 个 启动 子 开始 转录 成 单个 
mRNA 分 子 。 操 纵 基因 则 是 操纵 子 的 前 端 部 分 , 它 能 和 阻 抑 蛋白 结合 ,控制 有 关 操 级 子 
的 转录 。 因 此 操纵 基因 是 顺 式 控制 元 件 , 阻 抑 蛋白 是 由 调节 基因 表达 出 的 蛋白 质 , 是 参与 
操纵 子 调节 的 反 式 作用 因子 。 


一 、 乳 糖 操 纵 子 的 结构 
参与 B - 半 乳 糖 茜 ( 如 乳糖 ) 的 分 解 代谢 的 三 个 酶 的 基因 就 成 能 排列 ,构成 乳糖 操纵 子 


(lactose operon,/ac). BH 7-1 列 出 了 乳糖 操纵 子 的 结构 基因 ,相关 的 顺 式 作用 调控 元 件 
及 芭 式 作用 调节 基因 的 组 织 排 列 。 


"DNA 大 小 
{bp} 


LET IA 


eT EC 


REB IRRE Wu 
30 60 分 子 量 (kDa) 


BHR HOREN 


图 7-1 乳糖 操 纵 子 约 6000 bp DNA 的 结构 
EAMH ad 基因 有 自己 的 雇 动 子 (P) 和 线 止 子 。 jc 区 的 末 山 与 启动 子 (P) 相 孝 。 操 纵 基 因 
CONE lac 基因 的 前 26 bp 序列 。 
三 个 结构 基 央 分 别 编 得 三 种 蛋白 质 。jac2 编码 p- 半 乳糖 背 酶 。 有 - 半 乳 糖苷 酶 是 分 
子 基 约 500 kDa 的 下 聚 体 ,能 催化 B ESUBHTOK RR , EL SEHETUBDIFOU NE EUR SE SUE. 
lacY 编码 8 —ESLSEBGETERE p - 半 乳 糖苷 透 性 酶 是 分 子 量 30 kDa ESO EE E p- 
IESUBEE REIR EBEDT AR LA S5 B- 半 乳糖 菇 进入 细胞 内 的 转运 。iacA 编码 B—E3L 
精 苷 转 乙 酰基 酶 ,- 半 乳 精 苷 转 乙酰 基 酶 催化 将 乙酰 基 团 从 乙酰 辅酶 A SERES B EL 
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BHt ke 
Au 或 iacY 突变 能 产生 不 能 利用 乳糖 的 lac 基因 型 Jac 突变 导致 酶 失 活 ,因而 不 
能 分 解 利用 乳糖 。iacY 突变 菌 不 能 从 培养 基 中 吸收 乳糖 。 令 人 不 解 的 事 , 仍 没有 分 离 到 
lacA 矶 陷 的 细菌 。 绍 菌 在 含 不 能 被 分 解 的 某 些 B- 半 乳糖 音 类 似 物 的 培养 基 中 培养 时 ， 
很 可 能 乙酰 化 反应 发 挥 作用 ,因为 这 种 修饰 林 引 起 脱 毒 和 外 排 。 

结构 基因 突变 只 引起 其 编码 的 特定 蛋白 失 活 ,而 调节 基因 帘 变 则 影响 其 控制 的 所 有 
结构 基因 的 表达 。iacZYA 基因 的 转录 受 iacl 世 因 指导 合成 的 调控 型 和 白 的 控制 。lacf 基 
因 正 好 与 结构 基因 相 邻 ,但 它 不 与 结构 基因 属 同 一 转录 单位 , 它 有 自己 独立 的 转录 单位 ， 
含 自己 的 启动 六 和 终止 子 。iacl 编码 可 扩散 的 产物 ,理论 F , 它 不 必 位 于 结构 基因 附近 ， 
lac 基因 移 旬 其 他 任何 地 方 都 能 很 好 地 发 挥 作用 ,因此 它 属 于 反 式 作用 调节 因子 。 

乳糖 操纵 子 的 控制 属 负 调控 ,也 就 是 说 调节 蛋白 关闭 其 转录 。iucl 的 表达 产物 称 为 
乳糖 把 纵 子 阳 抑 蛋白 (ac tepressor) , 它 的 功能 是 阻止 结构 基因 的 表达 。 和 乳糖 燥 纵 于 阻 抑 
EEEH 4 个 同样 亚 基 组 威 的 相聚 体 ,每 个 亚 基 分 子 量 为 38 kDa。 一 个 大 肠 杆菌 细胞 中 
AKH 10 个 蛆 抑 重 白 分 子 。 调 节 基 因 转 录 成 单 顺 反 子 mRNA, 转 录 的 速度 似乎 只 爱 上 其 
启动 子 与 RNA 聚合 酶 的 亲和力 大 小 的 控制 。 

PLE ELE EIS lacZYA 基因 笋 开始 处 的 操纵 基因 (用 OL, ERO SS E EXE, d 
维基 因 位 于 启动 子 (Pu ) 和 结构 基因 (lacZYA ) 之 癌 。 阻 抑 重 白 与 操纵 基因 结 人 台 时 ,能 阳 
jb RNA 聚合 物 在 启动 子 上 的 转录 起 始 。iac 操纵 基因 是 mRNA 起 始点 上 游 5 bp 至 转 
庶 单位 内 +21 bp 的 序列 ,因此 它 与 启动 子 的 右 末 端 重 登 。 


二 、 小 分 于 诱导 物 对 阻 抑 蛋 白 活性 的 影响 


组 兰 沉 要 快速 应 答 环 境 的 变化 ,营养 供给 随时 都 可 能 发 生变 化 ,其 生存 取决 于 从 分 解 
利用 一 种 物质 转换 为 分 解 利 用 另 -种 物质 的 能 力 ,内 此 对 细菌 来 说 ,灵活 性 就 特别 珍贵 。 
当然 ,经 济 性 也 相当 重要 ,因为 如 果 -个 细菌 以 放任 能 量 消耗 的 方式 去 适应 环境 则 有 很 大 
BRI RGI 在 某 种 物质 并 不 存在 时 ,产生 参与 该 物质 代谢 的 各 种 酶 ,代价 实在 太 部 贵 。 细 茵 
的 做 法 是 当 某 种 物质 不 存在 时 ,并 不 合成 该 物质 代谢 通路 中 的 酶 ,但 随时 准备 这 种 物质 - 
出 现 就 可 合成 所 需 的 酶 。 应 答 某 种 特定 物质 出 现 而 合成 特定 酶 的 过 程 称 为 诱 间 Cinduc- 
tion) ,这 种 调控 方式 在 细菌 中 很 普遍 ,在 单 细胞 真 核 生物 (如 酵母 中 ) 也 存在 。 大 肠 杆菌 
乳糖 操纵 子 是 这 种 控制 机 制 的 最 好 范例 。 

当 大 肠 杆菌 在 不 含 - 半 乳糖 背 的 环境 中 培养 时 ,不 需要 B CELERE, RURAL S 
B —ETUREH BIHB ^P, EIER ARI 5 个 分 子 。 加 入 适宜 的 底 物 后 ,细胞 内 很 快 出 现 酶 活 
性 ,2~3 分 钟 内 ,一 些 酶 就 出 现 , 且 很 快 达 每 细胞 5000 个 分 子 的 水 平 。 在 适宜 的 条 件 下 ， 
8- 糖 芷 酶 的 量 可 达 细 胞 总 可 溶 蛋 白 的 5% — 1096. 如 果 底 物 从 培养 基 中 去 掉 , 酶 的 合成 
很 快 停止 到 诱导 前 的 水 平 。 

lac mRNA 极 不 稳定 ,其 半衰期 仅 有 约 3 分 钟 ,这 使 得 话 导 能 很 快 逆转 。 具 要 诱导 物 
一 除去 ,转录 就 停止 ,所 有 Iac mRNA 便 在 很 短 的 时 间 内 分 解 挤 细胞 内 的 mRNA 含量 回 
到 诱导 前 的 基础 水 平 。 

这 种 快速 应 答 环 境 营养 成 分 变化 的 能 力 不 仅 表现 在 分 解 新 底 物 方面, 面 且 也 用 来 关闭 
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突然 出 更 在 培养 基 中 的 化 合 物 的 内 源 性 合成 ,例如 ,大 肠 杆 菌 通过 色 氮 酸 合成 酶 (tryptophan 
synthetase) 催 化 合成 色 氨 酸 , 但 是 ,如 果 培 养 基 中 含有 色 氮 酸 , 酶 的 合成 立即 停止 。 这 种 效应 
就 是 所 请 的 阻 抑 作用 {repression) , 它 使 细菌 避免 来 用 自身 资源 进行 不 必要 的 合成 。 

诱导 作用 和 和 阻 捉 作用 都 能 对 细菌 的 代谢 能 力 进行 调控 。 前 者 调节 细菌 使 用 茜 种 物质 
的 能 力 , 后 者 调节 合成 特定 代谢 中 间 物 的 能 力 。 每 种 调节 的 诱发 剂 都 是 小 分 子 物质 ,或 为 
酶 底 物 ,或 为 酶 所 催化 合成 的 产物 。 如 果 某 种 小 分 子 物质 能 够 促使 组 落 产 生 酶 将 其 自身 
分 解 , 这 种 小 分 子 物质 就 叫做 详 导 物 {inducer)。 如 果 某 称 小 分 子 物质 能 够 阻止 细菌 产生 
合成 其 自身 的 酶 ,这 种 小 分 地 物质 就 叫做 辅 阻 抑 物 {eorepressor)。 

诱导 物 或 辅 阻 抑 物 的 作用 是 高 度 特 异 的 , 仅 有 特定 或 密切 相关 的 分 子 能 发 挥 作用 。 
但 是 这 些小 分 子 并 不 直接 与 其 调控 的 目标 酶 分 子 相 互 作用 而 实现 其 调控 功能 。 B-3L 
EO — 260 8H EUR ARCUS SUPERI EUIS BE RENE 2E ARREA- B- D EIE 
Cisopropylthio-8-D-galactoside, IPTG) ,尽管 不 能 被 8- 半 乳糖 芽 酶 识别 ,但 它 是 乳糖 操 织 子 
非常 有 效 的 诱导 物 。 这 种 能 诱导 酶 合成 ,但 不 能 被 酶 分 解 的 分 子 称 为 义务 诱导 物 (gratu- 
tious inducer)。 义 务 诱导 物 由 于 能 在 细胞 内 悍 持 原型 不 变 , 因 此 很 有 用 ,而 真正 的 谓 导 物 
会 被 代谢 分 解 掉 , 从 而 影响 对 系统 的 研究 。 用 义务 诱导 物 进 行 研究 得 到 了 一 个 重要 结论 ， 
在 诱导 系统 中 ,一 定 有 一 些 与 精确 识别 特异 底 物 的 酶 分 子 不 同 的 成 分 ,这 些 成 分 能 识别 与 
底 物 相 类 似 的 分 子 , 而 酶 不 能 。 在 乳糖 操 级 子 中 ,这 种 庶 答 诱导 物 的 成 分 就 是 acl 编码 
的 阻 抑 蛋 自 。 它 在 应 管 环境 变化 时 控制 结构 基因 IacZYA 转录 的 作用 归纳 于 图 7-2。 三 
个 结构 基因 从 lacz 上 游 的 启动 子 开始 转录 成 一 条 mRNA。 阻 抑 恒 白 的 状态 决定 启动 子 
是 开启 还 是 关闭 。 缺乏 诱导 物 时 ,由 于 阻 捉 恒 白 具 有 结合 操 级 基因 的 活性 ,结构 基因 不 被 
Tex. WILA SS S ELS ARE BLAE T4 ETE SX n BT TTE DUREE, 因此 转录 从 启动 子 
开始 ,并 通过 结构 基 央 ,一 直 转 录 到 位 子 acA X) ERE IET. 

这 种 控制 回路 的 关键 在 于 阻 抑 蛋白 的 二 重 性 : 它 既 能 阻止 转录 ,又 能 识别 小 分 子 诱导 
物 。 是 卸 蛋 白 上 有 二 个 结合 位 点 ,一 个 是 操纵 基因 结合 位 点 , 另 一 个 是 诱导 物 结合 位 点 _ 
当 诱 导 物 与 它 的 结合 位 点 结合 后 ,政变 了 了 蛆 抑 看 白质 的 构 型 ,从 而 影响 操纵 基因 结合 位 点 
的 活性 。 

诱导 实现 协同 调节 (ecordinate regulation) ,这 种 调节 中 所 有 受 调节 的 基因 作为 整体 表 
ERAR. mRNA 从 5 端 依次 翻译 ,这 解释 了 为 什么 诱导 总 是 引起 gESLSHIF NEG - 
半 乳 糖苷 酶 透 件 酶 和 半 乳 糖苷 转 乙 酰基 酶 依次 出 现 ,共用 的 mRNA 的 翻译 解释 了 为 什么 
在 不 同 的 诱导 条 件 下 三 种 浒 的 相对 量 总 是 保持 不 变 。 诱导 是 基因 表达 的 开关 , 昌 然 不 同 
的 诱导 物 诱导 效率 不 同 ,但 这 些 因子 只 影响 转录 和 翻译 的 绝对 水 平 , 并 不 义 响 三 种 基因 的 
相互 关系 。 

操纵 于 组 成 成 分 中 有 一 个 节 盾 , 乳 精 操 织 子 含有 编码 分 解 该 糖 所 迁 的 半 弛 糖苷 酶 的 
结构 基因 (iacZ) :也 包括 编码 负责 转运 底 物 进入 细胞 的 蛋白 的 基因 (acY)。 但 是 如 果 操 
级 子 处 于 阳 帮 状态 ,诱导 物 怎样 进 和 细胞 开始 诱导 过 程 呢 ? 两 个 方面 的 机 制 保证 了 细胞 
内 总 有 小 量 的 蛋白 ,是 以 开始 诱导 ,一 是 操纵 子 有 一 基础 水 平 的 表达 ,即使 不 被 诱导 时 , 操 
级 子 也 有 少量 表达 (诱导 水 平 的 0.1%); 另 一 个 机 制 是 一 些 诱导 物 通 过 其 他 吸收 系统 进 
和 人 细胞 内 。 
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三 、 操 纵 子 突变 


调控 通路 中 的 突变 可 能 消除 操纵 子 的 表达 ,也 可 能 引起 无 论 有 无 诱导 牺 ,操纵 子 都 持 
续 不 斯 地 表达 。 使 操纵 子 在 任何 情况 下 ,总 不 能 表达 的 突变 称 为 不 可 诱导 Cuninducible) 
的 突变 。 而 不 受 调控 物 影响 的 连续 表达 称 为 组 成 型 基因 表达 (constitutive gene expres- 
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sion) , 操 级 子 的 这 种 帘 变 称 为 组 成 型 (constitutive) 窗 变 。 操 级 子 调控 通路 中 的 成 分 可 通 
过 并 不 位 子 结 构 基 因 内 ,并 影响 所 有 结构 基因 表达 的 突变 来 鉴定 。 经 鉴定 确定 ,启动 子 和 和 
操纵 基因 分 别 是 RNA 聚合 酶 和 阻 抑 蛋 白 的 靶 元 件 ,jacl 基因 座 编码 阻 抑 蛋 己 。 


1. 操纵 基因 突变 与 顺 式 显 性 


最 时 通过 组 成 型 突变 鉴定 了 操 级 基因 ,这 种 突变 被 称 为 Of, 它 为 硕 式 作用 元 件 提供 
了 第 一 个 让 据 。 与 发 生 OF 突变 相 邻 的 结构 基因 旦 组 成 型 表达 ,其 机 制 是 突变 使 操纵 基 
因 改 变 , 不 租 与 阻 搞 蛋白 结合 ,因此 阻 扫 蛋白 不 能 阻止 RNA 聚合 酶 起 始 转录 ,于 是 操纵 
子 持续 不 断 地 表达 。 

乳糖 操纵 子 的 操纵 基因 仅 能 控制 与 其 相 邻 的 Joc 基因 。 如 果 将 第 2 个 乳糖 操纵 子 揪 
入 到 独立 的 DNA 分 子 中 ,引入 细菌 内 ,由 于 这 个 乳糖 操纵 子 有 自己 的 操纵 基因 ,因此 两 
个 操纵 基因 互 不 干扰 。 如 凤 一 个 操纵 子 带 有 野生 型 操 级 基因 ,通常 情况 下 它 将 处 于 阻 抑 
状态 ,而 第 2 个 合 OF 突变 的 操纵 子 则 不 被 昌 抑 , 仍 控 其 特有 的 方式 表达 。 这 些 特 作 表明 
操纵 基因 是 一 个 典型 的 硕 式 作用 位 点 ,其 功能 取决 于 -- 些 反 趟 作用 因子 对 其 DNA 序列 
的 识别 。 操纵 基因 控制 着 邻近 的 基因 ,而 对 细胞 内 存在 的 其 他 等 位 基因 无 作用 。 此 位 点 
的 突变 ,如 O 突变 称 为 顺 式 显 性 (cis-dominance) 突 变 。 

顺 式 显 性 突变 的 概念 适用 于 其 功能 是 被 识别 而 不 是 苇 换 成 可 扩散 性 产物 的 任何 
DNA 序列 的 突变 。 因此 , 顺 式 显 性 突变 凯 于 顺 式 作用 位 点 突变 , 它 不 属于 任何 互补 群 
{complementation group) 互补 能 力 是 产物 可 扩散 的 基因 独 有 的 性 质 。 当 两 个 顺 式 作用 
位 点 车 在 一 起 时 (例如 启 动 子 和 操纵 基因 ) ,我 们 就 无 法 用 互补 测验 (compiementaion test) 
对 突变 分 类 ,而 只 能 根据 其 表 型 予以 区 分 ， 

硬 式 显 性 是 与 其 所 控制 序列 相 邻 的 任何 顺 式 作用 位 点 的 一 个 特 任 。 因此 ,如 果 一 个 
控制 位 点 局 多 顺 反 子 mRNA 的 一 部 分 ,其 突变 也 会 旦 现 与 其 DNA 突变 同样 的 顺 式 显 性 
模式 ,就 像 它们 在 DNA 中 所 起 的 作用 一 样 。 总 之 , 顺 式 显 性 的 关键 是 ,控制 部 位 在 位 置 
上 不 能 网 基因 分 开 。 从 遗传 学 的 角度 看 ,不 论 基因 及 其 控制 位 点 是 共同 位 于 DNA 上 还 
是 共同 位 于 RNA 上 者 无 关 紧 次 。 


2. 操纵 于 不 可 诱导 型 突变 


操纵 子 不 可 诱导 型 突变 在 遗传 学 上 可 分 成 两 类 。 每 一 类 的 显 人 性 关系 都 能 用 于 确定 基 
因 座 的 人 性质。 启动 子 突变 是 顺 式 作用 。 如 果 突 变 使 得 RNA 来 合 酶 不 能 与 P 结合 ,就 会 
使 操纵 子 不 能 转录 而 丧失 功能 。 限 捉 蛋白 失去 结合 诱导 物 能 力 谱 失 的 突变 被 称 为 Dac, 
在 这 种 突变 中 , 盟 抑 蛋白 被 锁定 为 能 识别 操 级 基因 阻止 转录 的 活性 形式 ET E GS E 
L SSH RAS GrH. RBS JILA ESI USE FR, BED ST RERERL E SR cd tE 
形式 。 


3. RESTER REAL lacr 突变 


组 成 型 转录 也 可 由 acd ~ 型 突变 引起 ,这 种 突变 由 Lac] 荔 能 消失 (包括 基因 缺失 ) 形 
成 。 当 阻 抑 蛋白 失 活 或 缺乏 时 ,转录 能 在 启动 子 处 起 始 。 也 就 是 说 , 盟 抑 蛋白 失去 结合 操 
维基 因 能 力 的 突变 也 呈现 组 成 型 基因 型 。 将 laci 基因 与 野生 型 iacf+ 置 于 间 一 细胞 中 ， 
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测定 dacl^ 组 成 型 突变 基因 和 lacdt 基因 的 关系 能 进一步 证 实 这 个 结论 。 这 种 测定 通过 
引 人 第 一 拷贝 的 操纵 子 来 进行 ,第 一 拷贝 的 操纵 子 放 在 质粒 (plasmid) 中 。 质 粒 是 只 携带 
几 个 基因 的 能 自主 复制 的 DNA 分 子 - 在 细胞 中 ,如 果 有 两 个 调节 基因 ,一 个 调节 基因 是 
lacl * i — T 6 face 三, 则 恢复 正常 的 调控 。 当 诱导 物 去 掉 后 ,结构 基因 会 肯 次 受到 阻 
抑 。 其 机 制 是 ,第 二 个 野生 型 调节 基因 引入 后 ,正常 的 阻 抑 蛋白 就 会 出 更 。 央 此 一 号 诱导 
物 缺 乏 ,操纵 子 就 重新 关闭 。 这 表明 阻 抑 蛋 白 是 反 式 作用 产物 。 


4. 各 种 突变 的 阻 抑 蛋白 亚 基 的 相互 作用 


应 性 阻 拙 蛋 白 的 -个 重要 特点 是 它们 形成 争取 体 ,细胞 内 的 阻 抑 蛋 白 亚 基 和 随机 结合 
形成 有 活性 的 四 育 体 。 当 存在 两 个 不 同 的 acd 等 位 基因 时 ,不 同等 位 基因 的 亚 基 能 相互 
缔 合 形成 杂 合 四 聚 体 ,其 性 质 不 同 于 任何 -种 纯 台 四 聚 体 。 亚 基 间 这 种 类 型 的 相互 作用 
基 多 王 基 和 蛋白质 的 一 个 典型 特征 , 称 为 等 位 基因 间 的 互补 (interallelic complementation)。 

一 些 突变 的 阻 抑 和 蛋白 间 发 生 负 互补 作用 (negative complementation), act 基因 与 
iacl “组 合 在 一 起 时 可 见 到 负 互补 作 用 。 单 独 的 ec 三 4 罕 变 导致 阻 扼 蛋 白 不 能 与 操纵 
基因 结合 ,从 而 形成 类 似 Tac 等 位 基因 的 组 成 型 突变 。 因 为 iacf -< 型 突变 便 阻 挤 人 蛋白 
失 活 ,所 以 它 对 野生 型 来 说 是 隐 性 的 。 但 是 , - d 这 个 标记 指 的 是 一 种 特殊 的 负 调 DE 
型 , 当 它 同 野生 型 等 位 基因 配合 时 ,就 表现 出 负 调 节 性 质 , 即 呈 现 野 生 型 的 显 性 。 it pu 
AE RR i A id Pk (trans -dominant) , t, Ff 25 Sb tE fa W E ( dominant negative), Æ E Sg PERS 
原因 是 因为 lal 4 型 等 位 基因 产生 了 " 坏 " 亚 基 , 它 不 仅 本 身 不 能 与 操纵 基因 DNA 结合 ， 
而 且 能 参与 形成 阻 抑 和 蛋白 四 聚 体 , 从 而 妨碍 “好 " 亚 基 与 操纵 基因 DNA. 结合 。 这 表明 阻 
控 看 白 完成 阻 捉 作用 ,发 挥 作用 的 是 四 豪 体 ,而 不 是 单个 亚 基 。 

laci “型 突变 位 于 阻 搞 蛋 白 亚 基 的 DNA 结合 位 点 内 ;这 解释 了 它们 有 能 力 阻止 混合 
四 祝 体 辐 操 维基 因 结 合 ,结合 位 点 数目 的 碱 少 必定 会 大 大 降低 特定 的 亲 和 性 。 从 lact 的 
基因 图 谱 { 图 7- 3) 可 见 , jad “突变 成 能 地 位 于 基因 的 最 左 端 。 iX WE uEBH T BH GU AREE 
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dacl 4 型 突变 证 明 DNA 结合 区 位 十 N 末端 区 ;不 能 形成 四 聚 体 的 acl 人 突变 位 十 220—280 位 基 酸 残 基 之 间 ， 
CI acd REEERE TEH, tarP RERE H9] TARR E 62 — 300 [8] , E a 8] ES 
很 有 规律 - 
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3E N 末端 的 区 域 是 DNA 结合 部 位 。 隐 性 的 jecf 型 突变 发 生 在 分 子 中 的 其 他 任何 部 位 ， 
但 它 能 间接 影响 DNA 结合 。 

EMER Ni 末端 区 是 特异 性 结合 DNA 的 部 位 ,也 是 “牢固 结合 ”突变 发 生 的 部 位 ,其 
作用 已 得 到 阐明 。 阻 抑 蛋 白 上 这 些 部 位 的 突变 增强 了 其 与 操纵 基因 的 亲 和 性 ,有 时 这 种 
亲和力 增加 得 太 大 ,使 得 诱导 物 世 不 能 使 阻 抑 和 蛋白 从 操纵 基因 上 释放 下 来 ,但 这 种 情况 并 
不 多 见 。 

不 可 诱导 型 lach 突变 使 盟 抑 蛋白 对 诱导 物 不 起 反应 。 这 是 因为 阻 抑 蛋白 失去 了 其 
结合 诱导 物 的 位 点 ,或 者 因为 它 已 不 能 将 其 作用 传递 给 DNA 结合 位 点 。 


四 、 阻 抑 蛋 白 作 用 机 制 


最 初 通过 提纯 能 结合 义务 诱导 物 IPTG 的 成 分 的 方法 分 离 到 阻 拖 蛋白。 由 于 细胞 内 
的 阻 抑 蛋白 量 很 少 ,为 了 得 到 足够 的 材料 ,有 必要 用 启动 子 突变 增加 lac 的 转录 ,并 将 
laci 基因 座 放 在 一 个 细胞 内 有 很 多 找 员 的 DNA 分 子 中 ,其 结果 是 产量 超过 正常 的 100 — 
1000 倍 。 阻 抑 蛋 白 与 含 野生 型 乳糖 操纵 子 序列 的 双 链 DNA 结合 ,但 它 不 与 Cr 突变 的 
DNA 结合 。 加 入 IPTG 能 从 操纵 基因 DNA. 上 释放 阻 抑 蛋 白 。 


1. 阻 抑 蛋 自 与 特异 DNA 结合 


那么 阻 押 和 蛋白 怎 样 识别 操纵 基因 DNA 特异 序列 呢 ? 操纵 基因 有 细菌 调节 蛋白 许多 
识别 位 点 的 共有 特点 就 是 具有 对 称 性 。 如 图 7-4 FUR dM 为 对 称 轴 , 每 边 为 两 段 各 
6 bp 的 对 称 序列 TGTGTG 和 AATTGT. 苞 近 对 称 轴 的 一 对 反 向 重复 序列 在 阻 抑 蛋 白 结 
合 过 程 中 起 主要 作用 。 甲 基 化 试验 表明 ,+3 一 +19 EE & rp BS VEZE TERR EAE (CA 和 G) n] 
BERE ER PU ALOE P Ae (e 88 h FEME HS RARE KEATEN T 1 UR 
碱 基 对 甲 基 化 的 敏感 程度 。 这 可 能 是 由 于 在 DNA 阻 抑 和 蛋白 的 复合 物 中 形成 了 一 个 蚊 
水 的 口袋 ,从 而 加 强 了 甲 基 化 必用。 而 紫外 线 交 联 实验 表明 ,位 于 十 1- +22 之 间 的 绝 大 
多 数 胸 腺 喀 院 在 用 5 -省 呆 喀 啶 取代 后 都 能 与 阻 抑 蛋 白 形 成 交 联 ;说 明 这 些 全 都 与 阻 捉 
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泌 白 紧密 相连 ,， 可 以 用 分 析 粘 合 酶 与 启动 广 相 鼎 作用 的 方法 鉴定 阻 抑 伐 白 与 操纵 基因 作 
用 的 们 点。 删除 秀一 奖 的 成 分 确定 结 人 台 区 的 末端 .对 构成 颖 全 区 的 每 个 点 进行 突变 确定 
DRR a, DNA 上 与 阻 抑 重 白 结 合 后 受 核 明 保 护 的 区 位 于 对 称 区 内 , 它 是 从 -和 至 上 + 
21 的 26 Tk Ak. 组 战地 突变 鉴定 的 区 基色 更 小 , 它 位 于 从 +5 至 117 的 中 心 区 内 ,有 8 
个 估 基 ,得 个 碱 基 被 替 换 都 会 引起 组 成 型 罕 变 : 

DNA 厅 列 的 对 称 性 点 胎盘 白质 也 应 具有 对 称 性 ， 阻 元 蛋 肯 的 结构 租 实 只 有 对 称 性 ， 
'E RI REF 3E ZH LEA DILE. REIS E SEU JR] EE dS DNA S 6r o RAA EAA RET I 
f] HERE FE TUS R8. T -PERERA ERO GEDIBU d 16506 8421 至 十 
t6 完全 相同 虽说 明了 这 一点; dT dL PETER PRA IE DRDETR SE ROM ER, Ac B RE Ee 
MEA AIHE AES MUERE ERECTAE T DRE SE Ze MIT RC SEE E PE 


2. 诱导 物 对 阻 抑 蛋 和 白 结合 操纵 基因 的 影响 


在 体外 ,个 同 诱导 物 使 阻 抒 售 御 与 识 纵 基因 间 亲 和 力 降 低 的 称 庶 不同 。 其 降低 程度 

AMENS 与 诱导 物 在 体内 的 诱导 能 力 有 关 ， 
这 表明 诱导 作用 是 操纵 基因 与 阻 
撞 重 白 的 亲和力 降低 而 引起 的 。 
岗 此 , 当 活 导 物 进 人 细胞 时 ,诱导 
物 降 低 操 乌 基 因 结 合 阻 拙 蛋白 的 
KMJ., [B je E RUE E DR n 
紧 紧 地 与 操纵 基因 结合 ,诱导 物 怎 
样 使 其 从 操纵 基因 上 释放 下 来 呢 ? 
有 阿 个 模型 说 明 阻 抑 蛋 白 怎 样 受 


诱导 物 作 用 从 操纵 基因 释放 出 来 
[UT 5 iu mira m de p ic ee ‘图 7 5). 
TE REUS P US I-39  HROEHHN UBID EE n , 1 EE ED EE 2j 一 个 模型 是 平衡 模型 (图 7- 5 


DA 结合 的 半 符 ， 丰 图 模型 中 诱导 物 的 结合 使 阻 掉 恒生 由 接 失 Ac. VR AI LÀ, H BHL fp E 白 与 
操纵 基因 中 释放 出 来 DNA 结合 和 释放 是 -- 个 快速 动态 
T Biz ERG ESEE Ls S AO MIR A6 MER E CA f S DNA 结合 .这 样 便 打 破 了 
这 种 平衡 。 但 是 阻 抑 慢 白 从 操纵 某 因 上 的 解 离 速度 大 慢 , 用 此 模型 难以 解释 。 说 明 诱导 
物 下定 与 阻抗 恒 所 和 操纵 基因 的 复合 物 直 接 结合 。 如 图 ?7-S 右 侧 所 示 ,诱导 物 结 合 必 须 
使 阴 抑 盘 白 产 牛 变化 ,使 其 从 操纵 基因 上 释放 下 来 。 事实 上 ,体外 实验 表明 ,加 人 IPTG 
能 很 快 引起 限 拙 贷 白 与 操纵 基因 的 复合 物 不 稳定 。 
在 申 基 化 保护 /增强 实验 中 ,用 较 高 浓度 的 蛋白 质 可 对 阻 抑 侯 向 - IPTG 复合 物 与 操 
纵 菇 因 的 结 兴 情况 进行 研究 。 A EAIM EET ARR EE T EB QUE H- IPTG 复合 物 对 操 级 基 
办 过 供 的 亲和力 。 实 验 结果 表明 阻 抑 素 白 - PTG E 59715 DNA 接触 的 方式 与 游离 阻 抑 
EE H DNA 接触 的 方式 确实 相同 Hie SRA E DNA 有 不 同 亲和力 的 窗 变 的 阻 抑 
EEE ERAKAR, EMEA S DNA 亲和力 的 变化 是 结合 DNA 的 蛋白 
质 整 个 构 型 改变 的 铺 洒 ,而 不 是 形成 和 打 断 . 个 或 少数 由 个 键 造成 的 。 


”238 ， 


3. 阻 抑 蛋 白 结构 与 功能 的 关系 


BH 03 CUR JL ES EGER. DNA 结合 结构 域 由 
1 一 59 位 残 基 形 成 , 称 为 头 段 (headpiecej。 它 能 才 
胰 和 蛋白酶 从 限 抑 和 蛋白 的 亚 基 中 切 BUILT CERERI 
TAIMSE OF (core), 其 详细 的 结 梅 见 图 7- 
6. EAGAI AES N ERE PUT a HEEL TE 
旋 之 问 被 - -个 转折 所 分 隔 , 这 就 是 称 为 螺旋 - 转 第 - 
B pe C helix-turn-helix, HTH) f DNA fü EE PN 
4 a- RAE TE AT 58 9] DNA 的 宽 沟 中 ,与 特异 DNA 
REEM, D HTH £5 —2 4X 5 E H LK 
连 。 在 阻 扣 蛋白 DNA 结合 形式 中 , 绞 链 区 形成 如 


图 7-6 中 所 示 的 ae- 螺旋 ;但 是 当 阻 抑 盘 白 不 与 。 


DNA 结合 时 ,该 区 结构 则 亲 乱 无 章 。HTH 各 绞 链 
成 ,每 一 区 都 有 两 个 a- 螺旋 夹 着 - -个 六 链 平行 的 8 


片 层 。 诱 导 物 结合 在 两 区 间 的 末 队 中 。 乳 糖 操纵 子 阻 捉 蛋白 单 3 
Bu ws ; 其 中 含 二 个 亮 氨 酸 七 聚 体重 复 单位 。 四 个 亚 基 的 螺旋 
一 DX 连 在 E HERI IUE 4 B DRE (A 4 483. 

E 7-735 [ SUBEN ALT EE RUE FL c 8 — 
种 结构 模型 ,与 图 7- 6 所 示 的 结构 异型 不 同 。 图 7-7 
所 示 的 结 攀 异型 强调 了 两 个 二 涌 体 的 作用 。 二 形体 的 
主体 在 核心 段 单 亚 基 的 N 端 区 间 结 合 很 松散 ,二 聚 体 
间 还 形成 了 诱导 物 结 合 烈 跟 及 一 朴 水 区 (图 7 -7 上 
图 )。 和 个 亚 基 的 已 段 仲 出 ,形成 平行 的 螺旋 。 头 段 参 
与 形成 上 图 的 NAK, PITE -EAEN 


(a 了 


ic DH AD E 1 3E Med) ESSE M dg 
ic PH UL [1 t t 1 HT 


EHH Cb — “ -螺旋 ， 


RARA T 7 了 中 图 ) ,它们 通过 C 端的 4 Tid 


扎 在 一 起 。 突 变 点 用 下 图 结构 中 的 珠子 表示 。jac! 
突变 位 于 两 个 区 域 : 上 部 中 间 的 珠子 示意 影响 二 球体 
相互 作用 的 突变 。 中 部 靠近 两 侧 的 珠子 示意 位 于 诱导 
物 结构 型 队 中 的 突变 。iacl -突变 影响 单 亚 基 间 的 聚 


Ug 螺旋 来 
——— — 


合 , 该 突变 也 位 于 两 个 区 域 :中 下 部 中 间 的 珠子 示意 阻 
止 二 课 体 形成 的 突变 ,底部 C 端 两 个 平行 螺旋 间 的 珠 
子 示意 阻止 二 聚 体形 成 四 聚 体 的 突变 。 

早期 工作 建立 的 阻 抑 蛋 白 模型 认为 , 头 段 相对 独 


ATORE ARE 立 于 核心 段 。 与 半 个 结合 位 点 的 阻 抑 蛋白 同 完整 阻 抑 


图 7-7 SUME PH DESI 
FESUEUBURI SEE GR TREH n E 


蛋白 以 间 样 方式 结合 操纵 基因 DNA。 然 而 ,不 完整 的 


ee HARHA IDNA Bc RJ RSEN IS EEUU FL 
KRR. TE HLXCR E SEU IRL JE — HE HE i s MER 
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当 白 使 两 个 头 段 能 同时 与 操纵 基因 结合 ,这 大 大 地 增加 了 其 与 操纵 基因 的 亲和力 。 

与 请 学 物 结合 可 直接 引起 阻 抑 蛋 白 构 型 发 牛 改 变 。 四 聚 体 的 阻 抑 集 白 与 肉 分 子 诱导 
物 结合 是 以 使 阻 抑 重 白 从 操纵 基因 上 释放 出 来 。 阻 抑 蛋 白 与 诱导 物 结合 ,使 头 段 与 核心 
段 的 相当 定 休 改变 ,结果 一 聚 体 的 两 个 头 段 不 再 同时 与 DNA 结合 。 这 使 得 多 亚 基 阻 换 
昔 白 失去 优势 ,降低 了 与 操纵 基因 的 亲和力 。 


4. 操纵 基因 01.02 $003 WHARE A EAREN B1 RD 


HHRH S S ote S DEBER ELITR RISE RS XIELIADRT AER SERERE HUE 
要 四 聚 体 呢 ? 在 四 聚 体 阻 抑 淮 白 中 ,每 个 : 聚 体 都 有 两 个 头 毁 ,两 个 头 段 在 一 起 能 结合 一 
个 操纵 基因 序列 ,这 使 整个 阻 抑 重 白 能 同时 结合 两 个 操纵 基因 位 点 。 事 实 上 ,在 乳糖 操纵 
子 起 始 区 中 还 有 另外 两 个 操纵 基因 位 点 。 基 本 操纵 革 因 OI 正好 位 于 ?ecZ 基因 的 开始 
区 , 它 与 险 抑 蛋白 亲和力 最 强 。 两 个 弱 的 操纵 基因 (有 时 称 为 假 操纵 基因 ) 位 于 基 本 操纵 
基因 的 两 侧 , O2. 位 于 开始 点 下 游 410 bp 处 ,O3 位 于 并 始点 上 游 83 bp 处 。 当 Lac HE fij 
EAH QI 结合 时, 会 问 时 与 男 一 个 瞳 操 纵 基 办 结合 ,这 使 结合 点 之 间 的 DNA 形成 一 个 
环 。 

与 额外 操纵 基因 的 结合 可 影响 阻 抑 效率 。 去 除 下 游 操纵 基因 (OO2) 或 上 游 操 纵 基 因 
《GO3) 中 的 任意 -个 ,都 会 使 肯 折 效率 降低 2 一 4 i. 然而 ,如 果 同 时 删除 O2 38103 , 阻 抑 
效率 降低 100 信 。 表 明 阻 捉 蛋 白 结合 男 两 个 操纵 基因 中 一 个 的 能 力 对 阻 抑 作 用 的 形成 也 
像 结 合 OI 一 样 重要 。 对 于 同时 结合 怎样 增加 阻 抑 ,为 什么 会 增加 阻 抑 仍 不 清楚 。 


S. 阻 抑 蛋 自 对 RNA 聚合 酶 功能 的 影响 


我 们 了 解 得 最 多 的 是 阻 抑 蛋 白 与 OI 的 结合 。 最 初 认 为 阻 抑 蛋 白 与 操纵 基因 结合 阻 
碍 了 RNA 聚合 酶 与 户 动 子 的 结合 。 后 来 发 现 阴 抑 蛋白 和 RNA 聚合 酶 可 同时 与 DNA £5 
合 . 且 阻 抑 蛋 白 与 DNA 的 结合 能 增强 RNA RARA DNA 的 能 力 。 介 是 结合 着 的 
RNA EG BUR BEES IG fet, RNA 聚合 酶 单独 结合 Jac 启动 子 的 平衡 常数 是 1.9 x 
107 L*mol S^ ! EU SE c n LACER h 2 个 数量 级 达 2.5x109? Lemo! ‘S 1, 

这 个 常数 与 操纵 子 的 诱导 有 什么 关系 呢 ? 这 个 常数 较 大 时 , 则 意味 善 被 阻 抑 蛋白 结 
fH SIT IS RNA 聚合 酶 结合 的 机 会 增加 100 465, RNA AK fr B 59 ER p 2E E [e] f 
DNA 结合 ,使 得 一 旦 诱导 ,就 能 开始 转录 ,无须 等 待 RNA SES gt PRAE". 

HHETRE EI Sc E 8 RNA 聚合 酶 贮存 在 启动 子 上 。RNA 聚合 酶 - 阻 抑 蛋 白 - DNA 复 
会 物 在 关闭 阶段 被 阻止 发 生 作用 。 当 加 入 庄 叶 物 后 ,释放 出 阻 抽 蛋白 ,关闭 的 复合 物 转变 
成 开放 的 复合 物 ,起 始 转 录 。 EB TUER ERR FE FETA SHAE, 

ERI SCETRESR RNA RGS DNA 结合 的 这 种 模式 是 否 也 存在 于 其 他 操纵 子 系统 
HIE? RNA RAW AMEGAS 动 子 /操纵 基因 区 之 间 的 相 志 作用 在 不 同 的 操纵 子 系 
统 中 不 同 , 因 为 有 的 操纵 子 中 ,操纵 基因 不 与 启动 子 位 于 同 - -区 , 互 不 重 登 。 例 如 ,在 入 鸣 
菌 体 中 ,操纵 基因 位 于 启动 子 上 游 区 , 阻 的 蛋白 的 结合 阻碍 RNA 聚合 酶 的 结合 因此 ， 


Ho 


在 所 有 操纵 子 系统 中 ,结合 的 阻 抑 蛋白 与 RNA 聚合 酶 不 以 同样 的 方式 相互 作用 。 
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五 、 蛋 白质 与 DNA 的 特异 结合 作用 


在 体外 实验 中 ,可 以 测定 到 蛋白 质 与 DNA 的 结合 ,并 可 从 其 亲和力 推测 调控 相互 作 
用 的 本 质 。 存 在 的 困难 是 我 们 不 了 解体 内 DNA 的 有 效 锌 度 。 由 主 一 些 因素 影响 ,有 效 
浓度 与 重量 /体积 的 狄 度 不 同 。 例 如 , 当 老 价 阳 离子 中 和 DNA E £g 90% 的 电荷 ,使 分 子 
提 挤 在 一 起 时 ,以 及 核 苓 的 结构 变 为 更 密实 时 ,有 效 滞 度 增加 。DNA 有 效 浓度 降低 的 主 
要 原因 是 DNA 结合 蛋白 难以 接近 DNA. 

测定 有 效 浓 度 的 一 种 方法 是 比较 反应 在 体内 和 体外 速度 ,这 种 反应 依赖 于 DNA 的 
TRBE ,这 可 用 两 个 DNA 的 分 子 间 重 组 来 完成 ,为 了 提供 对 照 ,接着 进行 同样 的 一 个 分 子 
内 重组 反应 , 即 在 同一 DNA 分 子 上 有 两 个 重组 位 点 。 假 设 分 子 内 ,体内 和 体外 反应 的 深 
度 相同 ,这样 分 子 间 重组 率 和 分 子 内 重组 率 的 比率 的 差异 是 由 体内 有 效 清 度 的 改变 引起 
的 。 这 样 比较 的 结果 表明 ,体内 DNA 有 效 浓度 低 10 俏 以 上 。 

但 是 所 有 DNA 结合 蛋白 没有 足够 速度 找到 靶 分 子 , 仅 车 扩散 显然 速度 不 够 。 也 许 ， 
所 有 蛋白 质 与 特异 DNA 序列 间 亲 和 和 力 很 高 ,而 与 随机 DNA 序列 间 亲 各 力 很 低 。 但 大 量 
低 亲 和 和 力 位 点 则 与 小 基 高 亲和力 位 点 竞争 四 这 体 阻 扩 蛋白 。 在 大 肠 杆 菌 基因 组 中 , 仅 有 
一 个 高 亲和力 的 位 点 ,这 就 是 操 维基 因 。 除 操纵 基因 外 ,大 肠 杆菌 基因 组 中 其 他 DNA 都 
是 阻 挤 蛋白 的 低 亲 和 力 位 点 ,因此 有 4.2Xx105 个 低 亲 和 力 位 点 。 大 量 的 低 亲 和 力 位 点 意 
味 着 ,即使 没有 特异 的 结合 位 点 ,几乎 所 有 的 阻 抑 蛋白 仍 能 与 DNA 结合 ,而 不 游离 在 溶 
Wb. 

阻 抑 蛋 白 与 DNA 的 结 含 可 用 下 列 公式 表示 ， 

Ka= 【 阴 抑 蛋白 ~ DNA ] 
【游离 盟 抑 蛋白 ][DNAj 
式 中 ,[ 阻 抑 蛋白 - DNA] 是 结合 DNA 的 阻 换 蛋 白 卵 度 ,[ 游 离 阻 抑 蛋 白 ] 是 游离 阻 抑 蛋白 
浓度 ,LDNA ] 是 非特 异性 结合 位 点 浓度 。 

游离 的 阻 扩 蛋白 在 总 阻 抑 蛋 白 中 占 多 大 比 杭 呢 ? 重 排 上 述 公 式 ,可 以 发 现 游离 阻 搞 

蛋白 比例 为 : 


[游离 阻 卸货 白 ] _ 1 
[Bf -DNA] Ka [DNA] 


在 乳糖 操纵 子 系统 中 ,其 结果 是 ， 

1) 非 特异 结合 常数 Ks=2x 105 (L/mol), 

2)fE 107 PL 的 细菌 中 ,非特 异 结合 位 点 的 乡 度 是 4 x 105. 而 DNA 深度 是 7 x 

10° mol/L(G& RET &) 
将 这 些 值 代 和 人 公式 ,得 出 : 
UFBSBLTIA ELLAS o ER PEE — 1074 

因此 ,除了 0.01% 外 ,所 有 的 阻 抑 蛋 白 都 与 DNA 随机 结合 。 

因为 每 个 细胞 中 约 有 10 分 子 蛆 抑 蛋 白 ,这 等 于 说 细胞 内 没有 游离 的 阻 抑 秦 白 。 分 析 
蛆 抑 蛋 白 与 操纵 基因 相互 作用 时 ,必须 关注 DNA 上 上 的 阻 控 蛋 白 比 出, 操纵 基因 上 的 单个 
高 亲和力 结合 位 点 与 大 量 低 亲 和 点 位 点 竞争 。 在 这 个 竞争 中 ,操纵 基因 及 随机 DNA 的 
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缔 合 常数 的 绝 寻 值 并 涉 重 要 , 重 费 的 是 兵 ,,( 结 合 特异 位 点 带 数 ) 与 氏 (结合 任何 随机 
DNA 序列 常数 ) 的 比例 , 邮 特 异性 的 剖 弱 。 

我 们 能 通过 比较 特异 镶 合 位 点 和 非特 异性 结合 位 点 平衡 常数 来 确定 影响 调节 蛋白 饮 
和 其 法 位 点 的 能 力 的 参数 。 重 要 的 参数 有 : 

1) 基因 组 的 大 小 ,基因 组 天 会 使 特异 位 点 显得 稀少 ; 

2) 蛋 自 质 的 特异 性 ,看 白质 的 特异 性 强 叮 抵消 DNA 量 大 的 作用 ; 

3) PTT SEE FEL B. , 随 基 因 组 中 DNA 总 晤 的 增加 而 增加 , 随 特 异性 的 隆 低 而 降低 。 

为 广 解 意 糖 操纵 子 阻 捉 蛋白 与 其 操纵 基因 结合 的 强度 和 特异 性 ,可 对 屯 精 操 纵 子 阻 
元 蛋 白 “ 操 纵 基 因 结合 平衡 常数 与 乳糖 操纵 子 阻 拖 蛋 白 一 般 DNA 铺 合 平衡 常数 进行 目 
较 ( 直 7 1)。 经 过 比较 可 以 推断 出 阻 抑 起 和 白 在 操纵 基因 与 其 他 DNA zt [B] ERE A RC, o 
MAB H MEDEMA LES, 

、 表 ?7- 上 乳糖 操纵 子 阻 抑 惨白 与 其 操纵 基因 结合 平衡 常数 


DNA E $0 R F4 EMEA + 诱导 物 
与 操 级 基因 结合 的 平衡 帝 数 {LAo 2x1gn ` 2x10 
与 其 他 DNA fi y TRA B Luol) 2x10 2x pp 
TESTE ur it* 


BE AIEE G C REA, E DLBS RE 71 3 68 A RE Fc E OE LE]. DNA 能 力 的 约 107 fit. 
因此 ,操纵 基因 含 单一 高 亲和力 位 点 ,该 位 点 与 任何 随机) 低 亲 和 力 位 点 竞争 阻 抑 蛋 白 
时 ,其 竞争 能 力也 高 107 fi. 这 保证 了 阻 捉 蛋 白 能 维持 对 操纵 子 的 有 效 控制 。 

用 特 并 性 的 这 个 参数 ,能 计算 阴 抽 蛋白 在 随机 位 点 和 操纵 基因 上 的 分 布 ,并 用 术 诸 所 
SAID i TIE Coceupaney of the operaror) 来 表示 这 种 分 布 ， 如 果 每 个 细胞 内 有 10 分 子 乳 
糖 沸 纵 了 阴 抑 蛋白 ,与 操纵 基因 的 特异 性 是 107 ,操纵 基因 9696 B5 FJ HERE 55 SELL 2E (91 s 
f. 特异 性 的 这 种 规律 解释 了 屯 糖 操纵 子 阻 抑 蛋 白 与 操纵 基因 相 所 作用 的 两 个 特点 ， 

1) 当 诱 导 物 与 盟 抑 蛋白 结合 时 RERUM 615 RO E E IO cR JI FRE A 105 倍 。 而 与 

BE DNA 序列 的 亲和力 保持 不 变 ， 因此 ,此 时 特异 性 仅 为 104 ,这 使 得 操纵 基因 
没有 足够 的 亲和力 与 大 量 (4.2x 10) 的 低 亲 和 和 力 位 点 竞争 俘获 蛆 抑 蛋 和 白 。 在 这 
种 情况 下 , 仅 有 3% 的 操纵 基因 与 阻 汕 蛋白 结合 。 
2) 操纵 基因 与 附 抑 重 白 亲和力 降低 20 ~ 30 们 的 突变 就 此 成 组 成 型 突变 。 在 染色 体 
内 ,突变 操纵 基因 的 作用 会 被 大 量 随 宙 位 点 的 作用 所 海 没 。 即使 操 级 基因 与 阻 抑 
蛋白 的 特异 性 降低 公 10% ,操纵 基因 对 阻 独 重 白 的 占有 率 也 将 下 降 至 5096. 

如 此 大 小 的 亲和力 使 得 在 一 个 未 诱导 的 纲 胞 内 ， 个 阻 排 慢 白 四 化 体 通 常 与 操纵 基 
Pg. 所 有 或 几乎 所 有 的 剩 下 的 阻 抑 恒 白 在 其 他 区 域 (随机 售 点 ) 上 与 DNA 结合 。 在 
细胞 内 几乎 没有 游离 的 阻 抑 蛋白 四 聚 体 ， 加 和 诱导 物 就 会 消除 阻 抑 蛋 白 特 异 结合 操纵 其 
RAREN. 结合 在 操纵 基因 上 的 那些 阻 抑 蛋 白 被 释放 下 来 ,结合 到 随机 ( 低 亲 和 力 ) 位 点 
上 。 因此 ,在 经 诱导 的 细胞 内 , 阻 扩 蛋白 四 京 体 都“ 贮存 "在 随机 DNA 位 点 上 ,在 未 经 诱 
的 细胞 中 ,一 个 阴囊 蛋白 四 窜 体 结合 在 操纵 基因 上 ,而 其 他 的 阻 挤 蛋白 分 子 结合 在 非特 
D A Eo 因此 诱导 的 作用 是 改变 阻 抑 蛋 白 在 DNA 上 的 分 布 , 丽 厅 是 形成 游离 的 阻 
MEA, 

PEREGE TAHO KDE EO RC ARUM IR EE RE FELA A RAAE EQ 0 8 77 因此 阻 搞 蛋白 一 
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定 要 从 DNA 上 莫 特 异 的 “贮存 "位 点 移出 。 这 种 快速 移出 的 机 制 是 什么 呢 ” 操纵 基因 快 
HRE SARIEK AA anA SEAE DNA 非特 异 位 点 上 经 解 高 与 结合 多 个 
循环 到 达 操 维基 因 所 需 的 时 间 不 一 致 。 这 说 明 阻 抑 蛋 白 回 到 操纵 基因 位 点 不 是 道 过 随机 
接触 找到 操纵 基因 的 ,而 是 从 DNA 上 随机 位 点 直接 移 到 操纵 基因 上 的 。 这 与 我 们 以 前 
RESI RNA 沫 合 酶 找到 它 的 启动 子 的 能 力 的 问题 是 一 样 的 。 因 此 问题 的 管 案 也 可 能 相 
同 。 阻 抑 蛋 白 的 移动 能 通过 在 位 点 闻 的 直接 转移 完成 。 阻 抑 蛋 白 四 庶 体 有 多 个 结合 位 点 
可 能 有 助 二 这 种 直接 转移 。 

在 体内 ,乳糖 操纵 子 在 诱导 和 阻 抑 状 坊 表 达 的 实际 差异 达 103 倍 。 换 句 话说 ,即使 没 
有 诱导 物 时 ,也 有 相当 于 诱导 水 平时 0.1% 的 基础 表达 。 如 果 阻 抑 八 白 更 多 ,表达 水 平 将 
FRE, 如 果 阻 抑 伙 白 更 少 ,表达 水 平 将 上升 。 因 此 ,如 果 每 个 细胞 中 的 阻 抑 蛋白 少 于 10 
个 ,就 不 可 能 形成 严格 的 阻 捉 ,反之 ,如 果 每 个 细胞 中 的 阻 捉 蛋 白 太 多 , 则 操纵 子 的 诱导 很 
困难 。 


六 、 色 氮 酸 操纵 子 控制 模式 一 一 多 基因 座 同时 阻 抑 


乳糖 操纵 子 阻 失重 白 仅 作 用 于 lacZYA 3E BU AE 528 94 3E DR Nini ,— 26H fü TE Cou 
过 结合 多 个 操纵 基因 控制 散在 分 布 的 结构 基因 。 HOEGEBIT R GAME: 
三 套 不 直接 相连 的 基因 。 
1) 第 一 套 基因 是 结构 基因 往 trpEDBCA ;此 控制 点 上 ,控制 从 分 支 酸 (chorismic acid) 
合成 色 氨 酸 (tryptobhan) 的 酶 的 合成 。 
2) 第 二 套 基因 是 aroH 基因 ,aroH 基因 编码 在 芳香 族 氨 基 酸 生物 合成 共同 通路 中 供 
化 起 始 反 应 的 三 种 酶 中 的 一 种 。 
3) 第 二 套 基因 是 trpR 调节 基因 ,zypR 调节 基因 被 其 自身 产物 Tpm, Aisan 
蛋 户 会 降低 自身 的 合成 。 这 种 控制 是 自体 控制 (autogenous control) 的 一 个 实例 。 
这 种 控制 在 调节 基因 的 控制 中 相当 普遍 ,有 的 是 正 调控 ,有 的 是 负 调 控 ， 
trp 操纵 基因 序列 长 21 bp, 三 个 基因 座 上 均 有 一 个 该 序列 ,是 rp EUR EU ERIS 
位 点 。 图 7-8 为 色 氨 酸 操 维基 因 保 守 序列 。 每 个 操纵 基因 含 明 电 的 (但 不 是 相间 的 ) 对 
称 结构 。 三 个 可 纵 基因 保守 序列 中 都 有 rp 阻 抑 蛋白 与 之 结合 的 部 位 。 正 大 由 于 每 -- 个 
基因 座 上 都 有 一 拷贝 能 被 阻 抑 蛋 白 识 别 的 特异 DNA 结合 序列 ,使 得 几 个 部 位 都 可 结合 
间 一 种 阻 掉 蛋白 。 


ATTAGCTTATTTTITTGTTATCATGCTAA mRNA 
trp AATCJATC GAA CTA GTT AAC TAG TACI GCA mRNA 


wpR TGCT|ATC GTA CTC TTT AGC GAG TAC AACC mRNA 


= 操纵 基因 区 - 


图 7-&8 三 个 基 肉 座 上 的 色 餐 酸 阳 抑 蛋 由 识别 的 操纵 基因 序列 
保守 碱 某 用 固体 字母 表示 。 


于 7- 9 总 结 了 操纵 子 当 中 启动 子 与 操纵 基因 的 相对 位 置 关 系 . & 2 M ELIT E E 
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fTrpR) 识 别 的 散在 分 布 的 操纵 基因 有 明显 的 特点 ,每 个 基因 座 的 操纵 基因 痢 在 好 动 f 
AARAA Lo 6 EEDHIUS EDS GLpROBEBUGEBCT 1239-928. (9x 
酸 操纵 子 的 操纵 基因 则 位 于 一 23 至 -3 之 间 ,aroH 基因 座 的 操纵 基因 则 在 上 游 更 远 的 区 
域 ,位 于 -49 至 -29 之 间 。 而 其 他 操纵 地 的 操纵 

(oie 基因 或 者 位 于 启动 子 的 下 游 (如 咏 糖 探 纵 子 lac), 

或 者 位 于 启动 子 的 上 游 ( 如 半 乳 糖 操 纵 子 gai ,其 中 
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A 七 、 正 调控 和 负 调 控 


jae WN S n N 正 调控 和 人 负 请 控 是 根据 在 无 酒 控 蛋 白 的 情况 
探 纵 皇位 视 下 ,操纵 子 应 答 的 结果 来 确定 的 。 两 种 控制 系统 的 
特性 有 镜像 关系 - 


图 7 9 各 种 操纵 基因 与 启动 了 的 相对 位 置 在 负 调 控 系 统 中 ,如果 不 被 阻 抑 和 蛋白 关闭 , 基 
因 就 能 表达 ， 任何 干扰 基因 表达 的 作用 前 是 抽调 控 ,这 些 调 控 有 一 个 共同 点 ; 即 - -个 阻 抑 
EARI DNA 结合 ,阻止 RNA 聚合 醇 忆 动 转录 ,或 与 mRNA 结合 阴 止 核糖 体 启动 翻 译 。 

抽调 控 是 -- 个 万 一 安全 (failsafey 的 机 制 。 即 万 -调控 蛋白 失 活 ,调控 系统 重 发 挥 功 
能 ,使 细胞 能 够 台 成 这 些 酶 。 因 些 , 很 容易 理解 抽调 控 是 如 何 进化 的 。 最 初 ,系统 时 现 组 
成 型 表达 ,随后 ,细胞 中 产生 Ge 下 批 这 种 表达 的 机 制 而 给 细胞 提供 了 选择 优势 ,这 种 优 
势 就 演化 成 负 调 控 系 统 . 

受 正 调控 机 制 调控 的 其 由 , 仅 当 活性 调控 蛋白 存在 时 , 才 可 能 表达 。 正 润 控 中 控制 特 
定 操 纵 子 的 机 制 正好 与 负 调 控 对 应 。 正 调控 与 负 调 控 不 同 , 它 不 盘查 起 始 , 而 调控 蛋白 对 
正 调控 来 说 , 则 必 不 可 少 。 调节 蛋 白 与 DNA 及 RNA 聚会 酶 相互 作用 ,协助 转录 起 始 。 
正 调节 蛋白 应 管 的 小 分 子 通常 称 为 激活 物 (activator)。 另 一 种 正 调控 则 进行 全 局 性 替 黎 
5 因子 ,改变 启动 子 的 选择 性 ,或 进行 全 局 性 替换 抗 终止 因子 ,从 而 改变 终止 子 的 识别 。 

了 解 正 调控 的 进化 过 程 较 了 解 负 泗 控 的 更 困难 ,因为 甚至 在 任何 调控 存在 之 前 ,细胞 
也 肯定 具有 表达 这 些 被 调控 的 基因 的 能 力 ,可 以 推测 ,此 控制 系统 的 一 些 成 分 的 作用 肯定 
发 生 了 变化 。 UTE, 原来 它 是 基因 表达 装置 的 调节 部 件 ,后 来 变 成 仅 局 限于 对 某 些 系 统 或 
某 个 特定 系统 发 挥 作用 。 

根据 应 答 调 节 其 表达 的 小 分 子 的 性 质 , 操 级 子 分 为 诱导 型 (inducible) 和 阻 抑 型 (re- 
pressible) M% , 只 有 在 小 分 子 诱 导 牺 存在 时 ,诱导 型 操纵 子 才能 发 挥 作用 ;只 有 在 小 分 子 
辅 阻 拖 物 (ecorepressor) 不 存在 时 , 阻 抑 型 操纵 子 才能 发 挥 作用 。 

描述 阻 抑 型 系统 中 操纵 子 活性 状态 的 术语 是 去 阻 抑 (derepressed) , 去 阻 抑 与 诱导 有 
同样 的 含义 。 有 时 将 不 能 去 阻 抑 的 突变 操纵 子 称 为 超 去 阻 搞 (super-derepressed) ,与 不 可 
诱导 型 完全 对 应 。 

通过 利用 调控 蛋白 与 小 分 子 诱导 剂 或 辅 阻 抑 物 适 当 的 相互 作用 , 无论 是 正 调控 还 是 
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负 调 控 都 能 实现 诱导 或 阻 抑 。 图 7- 10 总 结 了 4 种 简单 控制 的 流程 。 当 诱导 物 使 但 抑 重 
白 失 活 或 使 激活 物 重 品 激活 时 ,实现 诱导 。 当 辅 阻 抑 物 使 阻 抑 重 白 激活 或 使 激活 物 重 白 


RAR, MERAM., 
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bor 无 活性 的 
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图 7-10 iE.fLBHE E BLUES EE Oder ib ed 
充 边 两 图 为 负 调 控 RT TPEUR iE UO, 左上 和 右上 两 个 上 图 为 诱导 ,并 于 和 和 右 下 两 个 下 图 为 也 抑 ， 


油 节 蛋白 失 活 的 扯 传 结果 能 用 于 区 别 正 调控 系统 和 负 调 控 系统 。 阻 抑 蛋 白 的 失 活 产 
生 代表 抽调 控 系统 的 隐 作 组 成 型 或 去 阻 抑 型 表 型 。 另 一 方面 ,使 激活 物 失 活 的 突变 .形成 
代表 正 调控 系统 的 隐 性 不 可 诱导 型 或 超 阻 抑 型 表 型 ， 

色 氨 酸 操纵 子 是 阻 抑 系统 的 一 个 实例 。 色 氨 酸 是 一 系列 生物 合成 酶 欢 化 反应 的 终 产 
物 。 细 胞 内 色 氨 酸 的 水 平 控制 色 氨 酸 酶 的 合成 和 活性 。 在 这 些 调控 中 色 氨 酸 起 激活 阻 折 
重 白 的 辅 但 抑 物 的 作用 ,这 是 经 奥 的 阻 抑 机 制 ,实例 如 图 7 - 10 中 的 左下 图 所 示 。 当 环境 
中 的 色 气 酸 丰 富 时 ,由 于 阻 捉 蛋 白 与 辅 阻 抑 物 复合 物 与 操纵 基因 结合 ,操纵 子 被 阴 抑 。 当 
环境 中 提供 的 色 氨 酸 不 足 时 , 辅 阻 抑 物 失 活 ,与 操纵 基因 结合 的 特异 性 下 降 , 畏 阻 抑 物 由 
TF DNA 的 其 他 位 点 上 ,操纵 子 的 阻 搞 被 解除 。 

消除 阻 抑 蛋 白 能 使 trp 启动 子 上 转录 起 始 的 频率 增加 约 70 倍 。 即 使 在 阻 抑 条 件 下 。 
区 榴 基因 也 以 低 的 基础 水 平 或 称 阻 抑 水 平 继续 表达 。 在 操纵 基因 上 的 阳 抑 效率 较 乳业 
细 子 低 得 多 。 乳 糖 操纵 子 基础 水 平 表达 仅 为 诱导 水 平 表达 的 干 分 之 _， 

小 分 子 引起 调节 重 白 变 构 也 可 实现 诱导 和 阻 抑 。 捧 制 调节 惟 白 的 活性 也 能 达到 调控 

. 245 a 


的 月 的 。 其 中 的 例 了 是 OxyR , 它 是 由 过 氧化 氢 诱 学 的 PEAR RAIEN. OxyR SEES 
直接 被 氧化 所 激 锋 。 因 此 它 提 供 了 一 种 敏感 的 氧化 应 激 检测 手段， 另 一 个 常见 的 调控 信 
S RC YE FLOS BERE 


八 、 分 解 代谢 产物 阻 抑 作 用 对 户 动 子 的 正 调控 


到 日前 为 止 ,我 们 一 直 把 启动 子 看 作 …- 段 DNA 序列 , 它 能 与 RNA I G BEER MUI 
起 始 转 录 。 但 是 有 一 些 启动 子 , 如 果 没 有 辅 勘 蛋白 的 协助 ,RNA 聚合 酶 并 不 能 在 其 上 起 
始 转录 。 央 为 要 打开 转录 单位 的 开关 ,必须 有 这 些 重 白 存在 ,所 以 这 些 蛋 白 是 正 调控 物 。 
已 知 儿 种 正 订 控 物 ,一 些 被 噬菌体 编码 ,一 些 存在 于 宿主 细胞 内 。 它 们 发 挥 作用 的 一 种 模 
型 是 激活 物 克服 了 抵 效 率 启动 子 效率 低 的 问题 ,这 些 低 效率 启动 子 位 于 没有 很 好 的 保守 
序 放 的 一 35 DX rk — 10 X, 


L. 分 解 代 谢 产物 的 阻 抑 作用 


在 大 肠 杆菌 中 ,- .种蛋 内 质 控制 善 应 答 碳 源 条 件 的 -大 套 操 纵 子 的 活性 ,这 种 蛋白 质 
合生 发 挥 作 用 景 广泛 的 激活 物 之 一 。 当 葡萄 糖 作为 能 源 时 , 它 能 比 其 他 糖 优先 被 利用 。 
0— ch, iau, AIIE H A FE RETE FS Je AE P BUNT Apt RU UAR IN 

9 它 分 解 利用 葡萄 精 , 而 阻 抑 乳 糖 的 利用 。 这 种 选择 


9 是 通过 阻止 包括 乳糖 操纵 子 , 半 乳糖 操纵 子 和 阿拉 
N, 信 禄 操纵 子 等 的 表达 来 实现 的 。 这 种 作用 被 称 为 

Pd —— 分 解 代谢 产物 阻 抑 作用 (catabolite repression) c 
0 o 分 解 代谢 产物 的 阻 斤 作用 属于 葡 昔 糖 降低 细 
lH 7-11 cAMP ERE] RERA cAMP 水 平 的 调控 系列 环节 。cAMP Bride 


酸 坏 化 酶 (adenylate cyclase) f (E. Zr. Bd ES ER 
化 酶 以 ATP 为 底 物 CHEBCBESR E 3.5 PE RRCSCTOGR NEBERRE Be SUERTE EHE 7 - 11 Br 
mH cAMP 结构 。 DI H EFTE T TP ) 不 能 应 答 葡 萄 糖水 平 的 变化 。 


2. 分 解 代谢 物 激活 蛋白 {CAP) 的 功能 


cAMP 通过 与 cap 基因 产物 结合 ,使 分 解 代谢 物 调控 的 操纵 子 的 表达 水 平 与 cAMP 
KERE HE. cap EAP HRR 2o AE EO RC E P3 (catabolite activator protein, CAP), 
cap 基因 突变 可 阻止 操纵 子 的 激活 ,而 在 葡萄 糖 缺乏 时 ,这 些 操纵 子 能 被 正常 表达 。，CAP 
是 一 正 调控 因子 ,在 依赖 CAP 的 启动 子 上 起 始 转录 必须 有 CAP £25, 只 有 cAMP 存在 
时 ,CAP 才 有 活性 ,cAMDP 起 到 了 传统 的 小 分 子 诱 导 物 的 作用 。 

cAMP 下 降 ,CAP 就 不 能 与 控制 区 结合 ,RNA 聚合 酶 就 林 能 启动 转录 (图 7- 12)。 因 
此 ,葡萄 糖 降 低 CAMP 水 平 的 作用 ,实际 上 是 使 相关 操纵 子 表达 所 需 的 调控 因子 失 活 ,个 
操纵 子 不 能 被 表达 。 

CAP 因子 可 与 DNA 结合 ,从 每 个 正常 发 挥 作用 的 启动 子 上 都 能 分 离 到 cAMP:CAP-: 
DNA 复合 物 。CAP 因 了 于 是 由 二 个 相同 亚 基 构成 的 二 聚 体 ,每 个 亚 基 都 全 螺旋 -转折 _ 嵌 旋 
EFE, 分子量 为 22 500 Da, 能 被 单个 分 子 cAMP 激活 。 一 个 CAP XE AE ÉD — DNA $ 
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合 区 和 一 个 转录 激活 区 。 


" Mid ao DOP 结合 位 点 的 结构 
d cAMP FË 
CAP — 3 fk 5j Hi ne B5 53 3 T8 pL 
| 2922 bp. 结合 位 点 保守 序列 见 图 7 - 13. f 
[i ` CAP 失去 作用 的 突变 通常 位 于 保守 的 五 碱 基 单 


a IGIGA, . ; EN 
位 AcACT 内 ,这 些 碱 基 是 识别 的 基本 元 件 。 因 


为 CAP 二 聚 体 的 两 个 亚 基 有 效 地 与 DNA 结合 ， 
所 以 与 CAP 结合 最 强 的 位 点 售 两 个 反 疝 重复 的 
业 五 碱 基 单 位 。 然 而 很 多 结 台 位 点 缺乏 第 二 个 五 
Au VA 磊 基 单位 ,因此 ,在 这 些 结合 位 点 上 第 二 个 亚 蕉 
信念 INDYA 必须 与 不 同 的 序列 结合 (如 果 与 DNA 结合 的 
不 转录 话 )。 与 CAP 结合 亲和力 的 差异 前 有 明了 为 什 必 

[d 在 体内 不 同 的 基因 受 cAMP 激活 的 水 平 不 同 。 


5. 


有 活性 的 CAP 天 活性 的 CAP 


图 7- 12 AM NRWERUER 4.CAP 结合 位 点 与 转录 起 始点 的 位 置 关系 


WREE cAMP 水 平 , 引 起 分 解 代谢 物 阻 柿 作用。 不 同 操纵 子 的 CAP 结合 位 点 与 转录 起 始点 
的 祖 对 位 置 不 同 。 甚 至 TGTGA 五 碱 基 单 位 可 处 在 启动 子 的 不 同方 向 上 ,有 的 在 上 游 ,有 
的 在 中 (图 7- 14)。 图 7- 14 的 三 个 例子 涵盖 了 CAP 结合 位 点 的 三 种 情况 ， 

1) 有 时 CAP 结合 位 点 位 于 启动 子 内 。 例 如 
gal 基因 座 , CAP 位 点 位 于 -5 至 
-2325p 处 ,中 心 在 -41bp 处 H F 
CAP 结合 位 点 正好 位 于 通常 被 RNA E 

合 酶 保护 的 区 域内 ,所 以 很 可 能 仅 有 一 个 图 7-13 Cap 铺 售 位 点 操守 序列 
CAP 结合 ,县 与 RNA 聚合 酶 有 很 紧密 的 左 框 内 为 高 保守 的 五 大 基 单 位 TGTGA, 右 框 内 
接触 。 为 其 倒转 序列 -保守 性 稍 低 的 5 碱 基 单 


2) CAP 结合 位 点 与 启动 子 相 邻 ,例如 乳糖 操 fE TEANA, 
AT. fESLÜEBEDUT IP LX CAP 保护 的 DNA 区 域 位 于 -72 8 552 bp 处 ,中心 
f£ —61 bp 处 。 很 可 能 有 两 个 CAP 与 其 结合 。 其 结合 模式 为 ,CAP 主要 结合 在 
DNA 的 一 个 面 上 ,RNA 聚合 酶 也 正好 结合 在 此 南 上 ,CAP 与 RNA 聚合 酶 正好 相 
TRE., 
3) 其 他 操纵 子 CAP 结合 位 点 位 于 启 动 子 上 游 ,如 阿拉 伯 粮 操纵 子 (ara ) 其 CAP £& 
合 位 点 与 一 个 CAP 结合 , 距 转 录 起 始点 远 ,位 于 -107 至 -78 bp 之 间 。 因 CAP 
和 RNA 聚合 酶 间 有 另 一 调控 蛋白 结合 , 故 CAP 不 能 与 RNA 聚合 酶 接触 。 
对 CAP 的 依赖 与 启动 子 本 身 的 效率 有 关 , 非 CAP 依赖 启动 子 有 好 的 -35 序 
到 ,但 一 些 启动 子 没有 好 的 一 10 序列 。 实 际 上 ,我 们 可 以 推论 ,如 果 启 动 子 会 有 
效 的 能 独立 与 RNA 率 合 酶 作用 的 - 35 区 和 -10 区 ,CAP 的 有 效 调 控 将 十 分 困 
难 。 
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5.CAP 对 RNA 聚合 酶 的 作用 
理 沦 上 上 CAP 激活 转录 有 有 两 种 方式 ,第 -种 是 CAP 直接 作用 于 RNA 聚合 酶 , 另 一 种 
作用 于 DNA ,改变 其 结构 ,以 协助 RNA RERA 
结合 。 实 际 上 ,CAP 对 RNA RAA DNA 都 在 


x. 


PANEAS ANANAS 人 多数 启动 了 上 的 CAP 结合 位 点 与 gal (中 必 


在 一 41 bp) 或 lac {中心 在 -61 bp) RR EL, dm dc fu 
lac. INNER. s NS MIU ERE E CAP 激活 转录 的 能 力 下 降 ， 其 位 轩 
的 规律 是 仅 当 CAP 与 转录 起 始点 相距 数 个 整 双 媒 
旋 时 ,才能 汶 活 转录 。 表 明 CAP 必须 与 RNA 聚合 
ara IINE MANNA gea PETITIE. 
iT 当 RNA RAMA o E dE 未 端 存 在 缺失 时 ， 
转录 似乎 仍 能 正常 进行 ,但 失去 受 CAP 激活 的 能 
< 旋 , 转 录 则 不 能 正常 进行 。 这 表明 CAP 直接 作用 
于 RNA RAH oE, EHRE -ATER 
HiT-14 CAP 信 点 与 启动 子 稳 的 位 置 关 系 ”有 正常 转录 一 激活 区 功能 的 CAP TRIR 
验 表明 , 当 与 a 崩 动 子 结 合 时 ,只 需要 与 起 始点 
较 近 的 亚 基 的 激活 区 ,这 可 能 是 它 能 与 RNA 聚合 了 酶 接触 ,这 也 解释 了 为 什么 CAP 结合 位 
态 在 转录 起 始点 上 下游 都 可 发 挥 作用 ,没有 方向 性 的 要 求 。CAP 具有 两 个 亚 基 也 保证 
了 不 管 在 上 游 还 是 下 游 ,激活 区 部 能 与 RNA 聚合 酶 接触 。CAP 激活 区 含有 一 个 暴露 的 
小 环 ,其 中 的 点 突变 可 阻 断 CAP 与 RNA IA ER EIER 
RNA EE BE 5; DNA 的 结合 受 RNA 聚合 酶 与 CAP 的 相对 位 置 影响 。 当 CAP 结合 
TAST ACHE gal 中 ) 时 ,能 加快 从 关闭 型 复 含 物 到 开放 型 复 台 物 的 转换 速度 。 E 
CAP 结合 位 点 与 启动 子 相 邻 ( 如 在 Lac 中 ) 时 ,能 加 快 起 始 结合 形成 关闭 型 复合 物 的 速度 。 
这 表明 相互 作用 的 确切 效果 与 蛋白 质 在 各 启动 子 处 的 几何 形状 有 关 。 在 ara Nim b 
的 相互 作用 可 能 不 同 , 有 更 多 蛋白 质 参与 。 


6.CAP 的 结合 对 DNA 构 型 的 影响 


CAP-DNA 复合 物 的 结构 很 有 意思, DNA 呈 弯 曲 状 态 。 蛋 白质 与 DNA 结合 时 ,将 
DNA 站 螺旋 变 蛮 ， 

可 以 对 弯曲 的 内 容 ( 碱 基 成 分 } 和 位 置 进 行 测定 。 制备 一 个 技 序 列 二 聚 体 ,用 不 同 的 
限制 酶 进行 酶 切 , 得 到 一 系列 片段 ,每 个 片段 含有 一 个 单 体 长 度 的 DNA, MAEHAN 
点 位 于 每 个 片段 的 不 同位 置 上 。 

容 曲 的 位 置 不 同 ,片段 在 凝 胶 电 泳 中 移动 速度 不 同 ,如 果 没 有 灾 曲 ,所 有 片 眉 移 动 速 
BEHE. SPWegHASCT DNA Ht Bf bf, X12 Sh EE RERO Lok ih sk EH d T ae 
时 ,对 运动 阻碍 最 小 , 沪 动 速度 最 快 。 

将 电 钨 迁移 率 对 了 酶 切 位 点 作 图 ,最 大 迁移 率 在 曲线 是 最 低 点 ,在 这 个 位 署 上 , 酶 切 序 
列 与 弯曲 点 紧 反 着 。 
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CAP 与 lac 启动 子 相互 作用 ,弯曲 点 位 于 二 重 对 称 箱 让 心 
对 称 的 中 心 。 弯 曲 相当 严重 ,弯曲 度 大 于 90 CE 7 
-15)。 所 以 CAP 结合 后 , DNA 双 螺 旋 结 构 有 很 大 
变化 .弯曲 的 机 制 是 :TGTGA 保守 序列 内 产生 一 
个 尖 纽 结 ,每 个 措 贝 中 的 两 个 纽 结 皇 回 文 结构 , 引 
起 越过 0 的 弯曲 。 弯 曲 对 转录 可 能 有 一 些 直接 作 
用 ,但 是 更 可 能 的 情况 是 次 曲 使 CAP 能 与 启动 子 
上 的 RNA 接触 。 

在 多 种 启动 子 中 CAP 激活 转录 的 精确 过 程 可 
能 不 阿 , 但 是 它们 达到 相同 的 总 目标 :由 于 给 细胞 
提供 了 足够 的 葡萄 糖 ,关闭 那些 不 必要 的 代谢 通 
路 。 此 外 ,这 点 也 是 负 调 控 和 正 调控 的 协调 控制 ， 
涵 益 了 调节 蛋白 对 散在 分 布 的 基因 座 儿 个 结合 位 点 的 结合 。 


第 三 节 转录 后 加 工 的 调控 (17 


原核 生物 转录 未 完成 就 开始 进行 酮 译 ,因此 ,实际 上 调控 也 在 间 时 进行 ,不 能 分 开 。 
但 我 们 仍 将 mRNA 切割 与 TRNA 切割 的 调控 放 在 此 节 叙 述 。 


ES 曲 角度 >90 


图 ?7-15 CAP B8 DNA MIRIS dir 


一 、 经 mRNA 切割 进行 的 调控 


细菌 mRNA 几乎 都 以 转录 出 的 最 初 形式 进行 翻译 , 而 无 须 加 工 。 细菌 的 mRNA 大 
多 数 是 多 顺 反 子 ,也 有 一 些 是 单 顺 反 子 。 多 顺 反 子 无 须 切 割 成 单个 基因 的 mRNA ,就 可 
以 进行 翻译 。 和 但 也 有 例外 ,如 1 噬菌体 ,早期 和 晚期 基因 转录 成 多 顺 反 子 mRNA ,然后 
mRNA 分 子 在 几 个 位 点 切割 释放 出 各 个 基因 的 mRNA, 这 种 表达 形式 也 存在 于 T3 Mdh 
体 中 。T? 噬菌体 的 早期 区 域 的 转录 见 图 7- 16。 在 启动 子 A1 、A2 RAI 中 的 某 一 个 上 
启动 后 ,转录 终止 于 约 7000 bp 后 的 终止 子 : 处 。 启动 子 与 终止 子 间 有 6 个 基因 ,RNA 
E I 在 转录 产物 内 各 顺 反 子 交 界 处 切割 ,释放 出 5 个 mRNA 分 子 ,其 中 4 个 为 单 硕 反 
子 ,1 个 为 双 顺 反 子 。 对 切割 形成 的 mRNA 分 子 5 和 3 末端 序列 进行 测定 ,并 与 已 知 的 
T7 噬菌体 的 DNA 序列 进行 比较 ,确定 了 RNA W III 切割 位 点 的 性 质 。 切 割 位 点 的 共同 
特点 是 都 拥有 双 链 结构 。T7 上 所 有 的 RNA 酶 II 切割 位 点 形状 都 是 含 一 未 配对 环 的 双 
螺旋 发 夹 结构 。 如 图 7- 17 所 示 , 所 有 位 点 都 被 RNA 酶 III 切割 ,形成 的 发 夹 结构 是 本 
的 识别 所 需要 的 唯一 特征 。 

T7 噬菌体 为 了 翻译 双 顺 反 子 1. 171. 2mRNA, VME 1.2 基因 的 末端 进行 切割 。 
当 切 割 被 阻止 时 ,1.1 和 1. 2 编码 区 都 不 能 翻译 。 其 原因 是 较 长 的 mRNA 形成 二 级 结 
构 阻 止 了 了. 工 编 码 区 翻译 的 起 始 , 了 .1 区 翻译 失败 则 阻止 了 1 .2 区 的 翻译 。 

RNA B IU 影响 翻译 的 另 一 个 例子 是 RN Ri IH SEES int 的 噬菌体 mRNA 8 
PERSE, A 噬菌体 的 这 个 mRNA 通常 不 翻译 ,和 蛋白质 Int 由 另 - mRNA 指导 合成 。 在 
位 于 int 编码 区 下 游 , 称 为 sib 的 位 点 突变 ,使 个 白质 Int 从 通常 无 活性 的 mRNA FB 
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图 7-16 796 B HE ERR DEG SEE o s P] 
DRR -条 RNA HOR RNA Rie IT S0 RS E mRNA. 


PE. sib RERE RNA BS LL 识别 对 位 点 。 而 野生 型 mRNA 上 上 此 位 点 的 切割 也 许可 使 
3 术 端 暴 锯 ,使 其 被 男 -… 核 禄 核酸 酶 降解 。mjRNA 的 这 种 不 稳定 性 阻 卜 了 蛋白 质 Int 的 
TIERS sb Morne 突变 都 有 相同 的 效果 ,都 蛆 小 RNA K II BHIA, AEREI mRNA, 
使 其 被 翻译 , 

fT WESS 1. 171.2 基因 和 和 噬菌体 imr 系统 中 ,mRNA 的 番 译 能 力 与 RNA 
NET 在 特定 位 点 上 的 切割 之 则 有 一 定 的 美 系 。 切割 事件 对 翻译 功能 的 影响 ,主要 是 收 
EO 些 其 有 重要 功能 的 RNA 结构 ,影响 的 方面 主要 有 RNA 的 翻译 起 始 区 ,使 RNA 易于 
降解 ,或 使 RNA 能 谱 前 接 ( 真 核 生物 中 ) 等 、 


二 、 通过 切割 释放 原核 和 真 核 rRNA 


由 于 真 核 咎 物 的 tRNA 初级 转录 物 经 寺 - -系列 中 间 过 程 转变 为 最 后 的 rRNA 分 子 的 
城 熟 过 程 速度 相对 较 蝇 ,所 以 对 其 成 熟 过 程 了 解 地 较 多 。 主要 的 加 工 中 间 产 物 能 从 各 种 
细胞 分 离 到 ,其 中 对 哺乳 动物 的 加 工 途 径 特 点 了 解 此 最 清楚 。 

V8 215/37 rRNA 的 初级 转录 产物 是 45 S RNA, 其 中 含 18 S 和 28 S rRNA 的 序列 ,但 
是 长 度 几 乎 是 西 首 之 和 的 两 依 。 它 含 有 在 转 孙 过 程 中 及 转录 后 加 小 的 天 约 110 TRE, 
FF E TE BÉ PI rl T8] A rRNA 过 程 中 被 保留 下 来 在 成 熟 的 18 S rRNA 中 有 人 约 39 个 
原 有 的 甲 基 , 男 外 4 个 是 后 来 在 细胞 浆 中 加 上 去 的 ,在 28 S rRNA 上 有 约 74 HB dE n 
是 原 有 的 ， 表 上 明 甲 基 化 是 用 于 确定 初级 转录 是 否 成 熟 济 人 rRNA 的 区 域 。 

因为 RNA 分 子 中 间 产 物 有 不 同 的 天 小 , 从 中 已经 发 现 了 不 上 上 -ARAE Rit 
使 用 小 最 次 序 不 周 的 切割 位 点 ,所 有 的 途径 都 是 一 致 的 。 在 大 HeLa 细胞 和 鼠 工 细胞 中 
发 现 了 两 种 哺乳 动物 加 工 途径。 在 每 种 途径 中 ,在 18 S 基 因 和 5S.8S 基因 间 的 间 陪 内 及 
5.8 S fI 28 S 序 列 的 间隔 内 ,]8 S 基因 的 5 侧 都 有 切割 位 点 。 两 种 途径 中 所 利用 的 切割 
位 点 的 次 序 不 同 . 还 可 能 存在 其 他 的 差异 ,一 种 类 型 的 细胞 中 也 曾 发 现 有 多 种 途径 。 

细 陷 也 需要 切割 RNA 前 体形 成 RNA. KENAA 7 个 操纵 子 编码 rRNA, 这 7 个 
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BUA-F BE EX ra4 一 后, 它们 在 染色 体 中 不 紧 
紧 连 在 一 块 。rRNA 序列 是 保守 的 ,但 是 保守 性 怎 
样 维持 仍 趟 清 态 。 所 有 ren 操纵 子 的 组 织 结 构 相 
同 ,都 含有 所 有 三 种 rRNA 分 子 , 顺 序 为 16S- 
23 S- 5S( 图 7 了 - 18)。 在 转录 单位 中 两 个 太 的 
rRNA 的 排列 次 序 与 真 核 生物 转录 单位 中 的 次 序 相 
同 , 而 在 同 -转录 单位 内 有 5 S RNA 参与 ,是 原核 
生物 所 特有 的 。 这 些 操纵 子 的 每 -个 都 被 转录 成 
一 个 RNA 前 体 ,然后 切割 形成 成 熟 的 rRNA 分 子 。 
当 切 割 反 应 被 阻 断 时 ,前 体 30 S RNA BE, 

所 有 rrn 操 级 子 都 有 双 局 动 子 结构 。 第 一 个 
dis PI BET 16 S rRNA 序列 起 始点 上 游 的 区 
300 bp 处 。 也 许 它 是 主要 的 自动 子 。 各 rrn 操纵 
子 转 有 求 单 位 的 头 150 bp 序列 各 不 相同 。 在 这 段 区 
域内 , 距 Pl £3 110 bp 处 是 第 二 个 启动 子 P2。 
16S 和 23 S rRNA 两 侧 的 间隔 序列 是 保守 的 。 

TE 16 S rRNA 和 23 S rRNA 的 序列 之 间 是 一 
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SAAUCURCI-  ÜAGCUUADGA G 
图 7 了 -17 RNABE II Xj T7 RNA 的 切割 
本 图 示意 了 RNA R II Ri T7RNA 的 切 制 。 切 
HEART ARE a 


个 400 ~ 500 bp 的 转录 间隔 区 ,这 个 间 了 栅 区 内 有 一 段 或 几 段 编码 tRNA 的 序列 。 如 图 ?了 - 
18 所 示 , 有 4 种 rrn BATERE AI tRNA 为 tRNAS5。 另 3 种 ryn 操纵 子 此 间隔 区 含 
两 个 tRNA 分 子 (IRNAJ 和 tRNA 和 沦 )。 因 此 ,根据 间隔 区 tRNA 序列 ， 可 以 区 别 两 类 
rRNA 操纵 子 。tRNA 从 前 体 RNA 中 切 下 后 , 璋 下 的 间隔 区 被 降解 。 


DNA 


Pi P2 168 rRNA tRNA 238 rRNA SSrRNA tRNA (1 12 
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186S rRNA RNA 235 rRNA 


58 RNA tRNA 


图 7- 18 rra 操纵 于 结构 
ren MOULE OUS rRNA 和 tRNA 基因 ,每 一 功能 序 别 与 下 EFA E RAE 
F HT S9 DORUE DC EHE BE ib Pr FRU TOME ET S. RA RNA 产物 都 必须 在 两 
知 切 害 后 从 转录 物 中 释放 出 来 。 


在 7 种 orn 操纵 子 中 ,还 有 一 个 可 变 区 。 在 其 中 的 一 些 操纵 子 中 ,前 体 的 最 后 部 分 纺 
835 S rRNA, MERERI FP, EEMI tRNA 序列 。 例如 ,在 rraC RATH, 
3 端 有 两 个 基因 rRNAI 和 tRNAfe。 tRNA ™™m 基 因 的 存在 ,使 得 太 肠 杆菌 对 这 不 特殊 的 
ren 操纵 子 必 不 可 少 了 ,因为 它 是 这 个 基 央 的 唯一 搓 贝 ,这 样 ,在 蛋白 质 合成 中 提供 了 利 


用 色 氮 酸 的 独特 能 力 。 


负责 rRNA 加 工 的 酶 是 RNA BE IL, 在 pec 38 LUPO HEROS rRNA, Ti A 
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16 S$.23 85805 S ÆR 30 S BR PRESE, xx Rh Bir pk 
能 在 体外 被 RNA BS TIL IRR SR CRI RNA 分 
子 前 体 。 
16S 和 23 S rRNA 的 前 体 称 为 p16 和 p23。 由 于 
每 个 前 体 在 5 端 和 3 端 留 有 多 余 序 列 , 因 此 都 比 核糖 
体 中 成 熟 的 FRNA DTE, 
Sha gi? 形成 p16 和 p23 RNA 末端 的 机 制 相同 。 两 者 的 
Ma T La 初级 转录 物 中 末端 都 互补 , 碱 基 配 对 形成 含 产物 5 和 
3 末端 区 的 双 链 结构 ,这 种 作用 的 特点 是 互补 序列 间 
HHE RIRKA, pl 为 约 1600 AP tr BE, p23 为 约 2900 
TECH AR. WE 7 - 19 所 示 ,RNA BE TTL XE pl6 zi p23 
分 子 双 链 区 两 侧切 割 , 同 时 产生 pl6 和 p23 分 子 的 5 
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TEE 
| , p16 和 p23 分 子 上 RNA B HI DARB e A 
ET "Me. 5 T7 位 点 均 不 存在 同 源 序列 。 因 此 RNA Bi IIS 
EC. ESSI] tM RNA 时 ,除了 已 知 切割 位 点 附近 需要 双 链 结 


构 外 ,其 它 特点 仍 不 清楚 。 由 于 切割 由 RNA BE I 
成 ,切割 后 并 不 释放 16 SRNA 或 23 S rRNA 实际 的 


A 5 未 端 和 3' 未 端 ,因此 仍 需 进一步 的 加 工 。 对 进一步 
du 加 工 过 程 的 了 解 仍 不 多 ,yrn 转录 单位 中 的 tRNA Æ 
o TESI RC 列 的 加 工 是 由 RNA 酶 P 及 其 他 tRNA 加 工 酶 完成 


图 7-19 RNA 酶 III 对 rRNA 的 切割 的 。 
iRNA ff) 5730 3 H8 EXC TEL HRCDUME NE S6, c ipe 


MARNA BE UL 进行 切 审 ,图 中 仅 示 意 了 第 四 节 翻译 水 平 的 调控 048,9] 


23 S rRNA 上 的 切割 位 点 ,对 16 SRNA 


MELDE 翻译 水 平 的 调控 包括 对 构成 蛋白 质 合成 装置 的 蛋 


日 质 的 编码 基因 的 操纵 子 进行 控制 。 采 用 操纵 子 可 对 一 组 结构 基因 进行 协调 控制 ,实际 
十 这 仍然 是 通过 转录 水 平 的 调控 实现 对 翻译 水 平 的 影响 。 但 是 ,还 有 其 他 的 调控 方式 。 
例如 ,可 在 翻译 水 平 上 进行 润 控 ,使 得 操纵 子 中 的 各 个 基因 的 表达 量 存 在 差异 。 


一 、 翻译 过 程 中 的 自体 调控 
1, 阻 抑 蛋 白 对 翻译 起 始 的 调控 


在 几 个 不 同 的 控制 系统 中 ,翻译 水 平 控制 的 机 制 相似 。 即 通过 阻 抑 蛋 白 与 mRNA 的 
特定 区 域 结合 ,抑制 核糖 体 对 翻译 起 始 区 的 识别 。 这 与 阻 抑 蛋 白 与 DNA 结合 阻 目 RNA 
桌 合 酶 利用 启动 子 开始 转录 的 调控 机 制 相 似 。 这 种 调控 最 常见 的 作用 形式 是 ,调控 蛋白 
与 含有 起 始 密码 于 AUG 序列 直接 结合 ,从 而 阻止 核糖 体 结合 。 

表 7-2 列 举 了 - 些 翻译 阻 抑 蛋 白 及 其 作用 对 象 (村 基因 )。 一 个 传统 的 例子 是 RNA 
噬菌体 R17 的 外 被 蛋白 {eoat protein) , 它 与 噬菌体 mRNA 核糖 体 结合 位 点 内 的 发 来 结构 
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结 台 。 另 一 个 相似 的 例子 是 TA 噬菌体 的 Rea 蛋白 , 它 与 凡 种 TA 噬菌体 早期 mRNA 上 
的 会 有 AUG 起 始 密码 了 的 一 共有 序列 结合 。 
表 7-2 与 mRNA 翻译 起 始 区 内 序列 结合 抑制 翻译 的 姐 抑 蛋白 


BL RR A T A 作用 位 点 

RI? 外 被 蛋白 R17 $ fS 核糖 结合 位 点 的 发 淆 结合 
T4 RegA 早期 T4 mRNA BAREA HO TH e RR HISP 
T4 DNA XAM T3 DNA RGW SD 序列 

T4 p32 AI 32 单 链 5 端 前 导 序列 


2. mRNA — 853534 BRE P9 Ue ds 


另 一 种 形式 的 翻译 调控 是 ;转录 一 个 顺 反 子 需 要 二 级 结构 的 改变 ,而 这 种 二 级 结构 的 
政变 又 依赖 于 前 一 个 顺 反 子 的 翻译 。RNA 噬菌体 的 蛋白 质 台 成 过 程 中 ,存在 这 种 调控 作 
JH. RNA 噬菌体 的 顺 反 子 总 是 按 一 定 的 顺序 表达 。 如 图 7 了 7- 20 所 示 , 噬 菌 体 RNA 形成 
一 种 二 级 结构 ,在 此 二 级 结构 中 , 仅 一 个 暴露 的 翻译 起 始 序列 可 以 利用 ， 第 二 个 翻译 起 始 
序列 由 于 与 RNA 上 的 其 它 区 的 碱 基 配 对 而 不 能 被 核糖 体 识别 。 然而 ,第 一 个 顺 反 子 的 
翻译 破坏 原 有 的 二 级 结构 ,使 核糖 体能 与 下 一 个 顺 反 子 的 翻译 起 始 区 结合 因此 ,在 这 个 
mRNA F, 28 Z5 XE BE FEET I S, 

第 “个 翻 详 起 始点 靶 姬 断 Hl EE GEH mRNA RO IA 


AJA AS — "ED eA 


B 7-20 mRNA —HR sk Er i a 
RNA 噬菌体 中 ,由 于 RNA 形成 二 级 结构 , 仅 有 一 个 翻译 起 始 们 点 可 以 利用 ,但 番 译 第 一 个 顺 反 子 
会 改变 RNA 的 构 型 ,使 得 第 二 个 翻译 起 始 位 点 也 暴 袁 出 来 ,可 以 被 利用 。 左 图 中 仅 一 个 闸 译 起 
始 位 点 可 以 利 轧 , 右 图 中 第 一 个 硕 反 子 翻译 使 第 二 个 翻译 起 始 位 点 暴 妖 则 来 。 


3. 参与 构成 基因 表达 装 午 的 蛋白 质 的 合成 的 自体 调控 


HA 70 种 蛋白 质 参 与 构成 细菌 基因 表达 的 装置 。 核糖 体 蛋 白 是 其 中 最 主要 的 成 分 ， 
它 和 其 他 辅助 重 白 一 起 参与 蛋白 质 合成 。RNA 聚合 酶 亚 基 及 其 辅助 因子 也 是 其 中 的 成 
分 。 编 码 核 精 体 蛋白 质 、 蛋 白质 合成 因子 和 RNA 束 合 酶 亚 基 等 蛋白 质 的 基因 混合 组 成 
几 个 操纵 子 。 在 大 肠 杆 万 中 ,这 些 蛋 白质 大 多 数 仅 有 一 个 基因 编码 。 
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协调 控制 保证 了 这 些 蛋 白质 侣 成 适当 的 量 以 满足 细菌 生长 的 震 要 。 当 细 上 比 生 长 速度 
很 快 时 ,细菌 将 避 更 大 的 努力 来 制造 组 成 打 因 表达 装 思 的 成 分 。 有 一 系 机 制 用 来 调控 编 
码 这 种 装 团 的 全 因 表 达 , 从 而 保证 吾 白 质 的 合成 水 平 与 rRNA BEER S4. 

图 7-21 总 结 列 出 了 6 种 操纵 子 的 组 织 方式 。 编 码 核 糖 体 副 白 质 的 基因 有 一 半分 布 
在 紧 靠 在 一 起 的 4 个 操纵 子 中 ,它们 是 sir spe SI 和 a。 其 余 的 两 个 操纵 子 rif MLH 
一 起 位 于 其 他 位 性 上。 
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H7-20 AAAA SEU RERA XHRNF 
UP SERVE EE PEEL BERAAT RNA 赂 侣 酶 亚 基 的 操 维 子 及 其 自体 调 按 Sj 
调控 的 重 白 用 阴影 表示 


每 个 操纵 子 都 含 数 个 基因 。 sr 操纵 子 具有 编码 核 精 体 小 亚 基 的 一 些 蛋 白质 及 EF- 
Tu 和 EF-G HÆR. spe 和 S10 操纵 子 共 有 编码 组 成 核糖 休 大 亚 基 和 小 亚 基 的 蛋 白质 的 
基因 。w 操纵 子 具有 编码 组 成 核 精 体 大 亚 基 和 小 亚 基 的 蛋白 质 的 基因 ,同时 还 具有 编码 
RNA RAM o 亚 基 的 基因 。rif 操纵 子 具有 编码 核糖 体 大 亚 基 上 的 蛋白 质 及 RNA 聚合 
酶 的 8 和 p EENEN, 

绝 大 多 数 核糖 体重 白 ( 除 了 1.7XL12 在 每 个 核糖 体 中 有 4 TATIME TRR AEH 


只 有 一 个 分 子 ,因此 它们 的 表达 必须 与 rRNA 相 协调 。 对 于 延伸 因子 EF-Tu, 每 个 细胞 中 
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Tu 的 分 子 数 大 约 是 核糖 体 数 的 10 倍 。RNA 聚合 酶 的 每 种 亚 基 数 喜 比 核 糖 体 数目 少 一 
些 。 由 于 这 些 基 因 混 合 编组 在 不 同 的 操纵 子 中 ,因此 必然 存在 ~- 种 协调 机 制 , 因 上 述 需 要 
不 同 表 达 量 的 基因 各 得 其 所 。 

图 7-22 中 所 有 操纵 子 的 共同 点 是 操纵 子 的 表达 都 受 操 纵 子 自身 的 一 些 基 因 产 物 的 
调控 。 一 些 基 因 编 码 的 调控 蛋白 的 调控 对 象 之 一 是 基因 本 身 。 一 种 蛋白 质 或 RNA 调控 
其 自身 的 表达 ,这 就 是 自体 调控 。r -蛋白 操纵 子 中 ,调控 蛋白 抑制 操纵 子 中 一 组 相 邻 基 
因 的 表达 ,这 和 恒 蚌 自体 负 调 控 的 例子 。 
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BH 7-22 过 量 的 基因 32 的 蛋白 p32 与 自身 的 mRNA 2i fr fld EO AL EIE 
AARE p32 WEE) et DNA 结 人 台 , 当 仍 存在 有 其 销售 位 点 时 ,其 合成 仍 继续 进行 


着 。 右 图 说 明 当 没有 单 链 DNA 时 ,p32 与 其 自身 mRNA 的 起 始 密 码 子 周 转 富 音 AT 
的 区 域 结合 ,阻止 屡 译 起 始 。 


量 白质 的 富 集 会 抑制 其 自身 及 一 些 相关 基因 产物 的 进一步 合成 。 这 种 作用 常见 子 多 
MRT mRNA 翻译 水 平 的 控制 。 每 种 调节 物 都 是 直接 与 rRNA 结合 的 核糖 体 蛋 白 。 在 
翻 详 中 的 作用 取决 于 结合 自身 mRNA 的 能 力 。mRNA 上 这 些 和 蛋白 的 结合 位 点 位 于 翻译 
起 始 序列 内 或 其 附近 ,或 通过 构 型 改变 从 而 可 能 影响 翻译 起 始 区 发 挥 作用 ,例如 , S10 操 
纵 子 中 ,L4 蛋白 正好 作用 于 mRNA 的 起 始 部 位 ,从 而 抑制 了 S10 及 其 后 基因 的 翻译 。 蛋 
FUR E mRNA 的 核糖 体 结合 位 点 续 合 , 从 而 阻 断 了 核糖 体 与 mRNA 的 结合 ,因而 引起 翻 
译 抑制 。 

r 化 白 操纵 子 能 受 r 蛋白 自体 控制 ,也 受 rRNA 水 平 的 影响 。 自 体 调节 物 + 蛋白 与 
TRNA 上 结合 位 点 结合 的 程度 较 其 与 mRNA 上 结合 位 点 结合 的 程度 强 。 当 存在 RNA 
时 ,新 合成 的 "蛋白 与 rRNA 结合 ,开始 核 猪 体 装配 ,此 时 ,没有 游离 的 蛋白 可 与 蛋白 
的 mRNA 结合 ,mRNA 继续 翻译 + 蛋白 。 —H :RNA 合成 碱 慢 或 停止 ,游离 + 蛋白 富 集 ,+ 
蛋白 分 子 与 r 和 蛋白 的 mRNA 结合 ,阻止 其 继续 翻译 + EG, 

这 种 调控 模式 实现 两 个 目标 。 第 一 ,r 蛋白 的 水 平 受 细胞 生长 条 件 影响 ,通过 对 
rRNA 水平 的 控制 ,细胞 实现 对 核糖 体 所 有 成 分 合成 的 控制 。 第 二 ,由 这 些 操 纵 子 编码 的 
其 它 蛋 白质 的 合成 不 受 蛋白 基因 翻译 的 影响 。 例 如 ,vif 操纵 中 ,RNA 聚合 酶 的 B- 亚 
基 不 被 L10 中 的 c 蛋白 控制 ,而 由 其 自身 进行 自体 调控 。 由 此 可 以 理解 ,为 什么 合成 
RNA 率 合 酶 的 量 较 核 业 体 成 分 的 量 少 ， 


4.T4 EIE AE REIS p32 合成 的 自体 调控 


T4 噬菌体 基因 32 的 基因 产物 是 蛋白 p32。p32 能 对 其 自身 的 蛋白 质 合成 进行 自体 
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JP. 蛋白质 p32 在 遗传 重组 DNA 修复 .DNA 复制 等 过 程 中 与 单 链 DNA 结合 ,发 挥 重 
要 作用 。 基 因 32 无 义 突变 能 引起 无 活性 伐 白 质 的 计 度 表达 ,因此 , 当 p32 蛋白 功能 被 抑 
制 时 ,会 产生 更 多 的 p32 重 户 ,， 因 为 基因 32 的 mRNA 很 稳定 ,因此 这 种 调控 作用 发 千 在 
翻译 水 平 上 。 
图 7-22 少 意 了 基因 32 控制 过 程 的 模型 。 当 瞪 菌 体感 染 的 细胞 内 存在 单 链 DNA 
时 , 单 链 DNA 与 其 结合 ,使 其 不 能 与 自身 mRNA 铺 合 ， 然而 ,缺乏 单 链 DNA 并 有 富余 
p32 时 ,p32 重 口 阻止 自身 mRNA 的 翻译 。 通 过 p32 与 mRNA 的 结合 ,阻止 翻译 的 起 始 ， 
可 直接 介 吕 这 种 效应 ,这 可 发 生 在 核 精 体 结合 位 点 周围 富 售 A 工 的 区 域 。 要 使 这 种 控制 
环节 有 效 地 进行 ,mRNA 上 p32 结合 位 点 应 有 两 个 特点 ， 
1) p32 与 基因 32 mRNA 上 结合 位 点 的 亲和力 应 明显 低 于 与 单 链 DNA 的 亲和力 ， 
结合 RNA 的 平衡 常数 确实 比 结合 单 链 DNA 的 低 ,两 者 相差 约 2 个 数量 级 。 
2) p32 与 mRNA 的 亲和力 应 明显 高 于 与 其 他 RNA 序列 的 亲和力 。 这 种 亲和力 与 
mRNA 的 碱 基 组 成 和 二 组 结构 有 关 。 基 因 32 mRNA 与 p32 结合 的 调控 区 不 形 
JE EFE. 


用 已 知 的 平衡 常数 ,可 以 给 出 p32 d us 


ssDNA x - E 
$ h ra mena ema 的 程度 与 p32 各 站 浓度 的 曲线 (图 7-23). WEBER 
pas > 于 10 5 mol7L 时 ,p32 与 单 链 DNA 结合 。 浓 度 大 
8. T 10 5 mol/L Bf, p32 与 基因 32 mRNA 结合 。 浓 


(^ 107. 10*.— 45 — (gt qo? 度 更 大 时 p32 则 也 能 与 其 他 mRNA 序列 结合 。 说 


GRENER nolla 明 要 实现 自体 调控 ,p32 的 含量 应 低 于 107 * mol/L, 

TOON PETUBSIERRA THU. oL WIR A 2000 个 分 子 E SERE M 
的 水 平 相当 ,实际 测 到 的 量 是 每 细胞 有 1000—2000 个 分 子 p32 蛋白 。 

自体 调控 的 竺 点 是 每 个 调控 作用 都 用 专 一 的 , 即 调控 蛋白 仅 作用 于 负责 指导 自身 合 
成 的 mRNA, TAIEREA regA 编码 的 蛋白 则 是 一 个 更 常见 的 翻译 泗 节 物 , 它 阻 抑 中 
期 感染 期 间 转 录 的 几 个 基因 的 表达 。 RegA 量 白 通过 与 30 S AE EE mRNA 上 的 起 始 
位 点 而 阴 止 这 些 基因 mRNA 的 翻译 。 其 作用 正 相当 于 结合 多 种 棵 纵 子 的 阻 抽 蛋白 的 作 
Hi. 

自体 调控 是 参与 构建 大 分 了 装配线 白质 合成 的 常见 调控 类 型 。 装 配 好 的 颗粒 本 身 由 
了 于 太太, 太 多 , 且 有 严格 的 空间 定位 ,不 适 于 作为 调控 物 。 但 是 其 组 成 成 分 的 合成 可 能 受 
茶 些 游离 成 分 的 影响 。 如 果 由 于 某 种 原因 装配 通路 被 阻 断 , 则 游离 成 分 来 集 ,装配 大 分 子 
的 成 分 的 合成 被 关闭 。 


二 应急 调控 


细菌 处 于 极 差 的 生存 条 件 下 ,由 于 缺乏 足够 的 氨基 酸 ,蛋白 质 合成 受到 捉 制 ,因而 会 
关闭 太 量 的 代谢 过 程 。 这 就 是 应 急 应 答 ({stringent response) 或 应 急 调控 (stringent con- 
trol)。 它 是 细菌 为 了 滤 过 困难 时 期 而 存活 下 来 的 适应 性 表现 。 细菌 仅 进行 很 少 的 有 限 的 
代谢 过 程 以 节约 使 用 有 限 的 资源 , 当 营 养 条 件 得 到 改善 时 ,细菌 将 停止 这 种 应 急 调 乏 , 重 
新 开放 各 代谢 过 程 。 
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应 急 应 答 使 tRNA 和 tRNA 的 合成 大 幅度 下 隆 , 下 降 到 原来 的 十 至 二 十 分 之 ~, 这 使 
得 总 RNA 合成 的 量 仅 为 应 管 前 的 596 — 1096 , 3:46 mRNA 的 合成 也 下 降 , 下 降 至 原 有 水 
平 的 三 分 之 一 。 蛋 白质 降解 速度 加 快 , 核 酸 、 糖 和 脂 类 等 的 合成 晤 也 下 降 。 

应 急 应 管 引起 两 种 异常 核 苍 酸 大 晤 增加 ,一 个 是 腺 苷 四 磷酸 ppGpp, RIR S 8I 3 £z 
上 都 分 别 连 有 二 磷酸 世 团 ; 男 一 个 是 腑 车 五 磷酸 pppGpp. REN 5 fu Exe — SERESEHT, 
3' 位 上 连 有 二 磷酸 基 财 。 这 些 核 藻 酸 是 典型 的 小 分 子 效应 物 ,能 与 目标 蛋白 结合 ,使 其 活 
性 发 生 改变 。 有 时 将 它们 合 称 为 (p)ppGpp。(p)ppGpp 能 内 阅 调控 细胞 内 的 很 多 过 程 。 
应 急 应 答 可 引起 (p}ppGpp 大 幅度 增加 。 细 菌 生长 速度 与 (p)ppGpp Kk ALENE% 

缺乏 任何 一 种 氨基酸 或 引起 任何 一 种 氨基 酰 - RNA 合成 酶 失 活 的 突变 都 能 导致 应 
急 应 答 。 整 个 应 急 应 管 系列 反应 的 触发 器 是 位 于 核 粕 体 A 位 点 上 的 未 装载 氨基 酸 的 tR- 
NACZ R RNA)。 正 常情 况 下 ,由 EF-Tu 将 氨基 酰 - tRNA 放 在 核糖 体 A 位 点 上 ,但 是 当 
缺乏 相应 的 氨基 酰 - RNA 时 , 空 载 tRNA 占据 这 个 空位 ,核糖 体 上 的 蛋白 质 合成 被 阻 断 ， 
引发 空转 反应 (idling reaction) 

通过 对 松弛 型 罕 变 体 {relaxed mutants, rez 突变 体 ) 的 研究 ,发 现 (p)ppGpp 由 空转 反 
MEE, rei 罕 变 体 不 表现 应 急 应 答 , 所 以 ,氨基 酸 的 缺乏 不 会 引起 稳定 RNAGRNA 和 
IRNA) 合 成 的 下 降 ,也 不 会 出 现 应 急 应 管 中 常见 的 其 他 政变 。 

最 常见 的 松弛 型 突变 的 位 点 位 于 ret4 基因 上 ,rel4 基因 编码 的 和 蛋白 称 为 应 急 朵 子 
(stringent faetor)。 正 常情 况 下 ,细胞 内 这 种 因子 的 量 很 少 ,每 200 个 核 精 体 才 有 不 足 一 
个 分 子 的 这 种 因子 ,这 种 应 急 因子 与 核糖 体 相 结 合 ,因此 只 有 很 少 核糖 体能 发 生 应 急 应 
党 


Aü 


如 果 A 位 点 被 空 载 :RNA 占据 ,应 惫 细菌 的 核 精 体 在 体外 能 合成 ppGpp 和 pppGppo 
松弛 型 突变 体 的 核糖 体 则 不 能 进行 类 似 的 合成 ,但 如 果 加 入 应 急 因子 ,由 能 进行 合成 。 

应 急 因子 (RelA) 能 催化 GTP 与 ATP 反应 ,生成 pppGpp, 催化 GDP 与 ATP 反应 , 生 
成 ppGPP, 国 此 根据 应 急 因子 的 这 种 催化 活性 ,其 正式 名 称 应 该 是 (p)ppGpp TURN. 5 
利用 GDP 为 底 物 合成 ppGpp 想 比 ,RelA 酶 更 多 地 利用 GTP 为 底 物 进行 台 成 反应 ,因此 
RelA 醇 催化 合成 的 主要 产物 是 pppGpp。 然 而 PppGpp 能 经 几 种 酶 转化 为 ppGpp。 这 些 
酶 能 进行 去 磷酸 化 反应 ,如 翻译 因子 EF-Tu 和 EF-G。pppGpp 转化 产生 ppGpp 是 最 常见 
的 途径 ,在 通常 情况 下 ,ppGpp 是 应 急 应 管 的 效应 物 。 当 细 菌 的 生存 条 件 焦 复 正常 时 ,就 
要 降解 ppGpp。 一 种 名 为 spoT WE AAMER ppGpp 的 酶 。 它 能 以 约 20 秒 的 半 塞 期 
快速 将 ppGpp 分 解 为 GDP, 因 此 应 急 应 答 能 随 着 (pjppGpp 的 消失 很 快 道 转 。spoT 突变 
株 能 提高 ppGpp 的 水 平 ,结果 生长 变 屋 。 

核糖 体 的 状态 会 影响 Rela 酶 的 活性 。 除 了 relA 基因 突变 引起 松弛 型 突变 外 ,在 另 
一 基因 的 突变 也 可 引起 松弛 型 突变 , 这 个 基因 一 开始 称 为 retC ,后 来 发 现 它 就 是 编码 
50 SEHE A LU 的 基因 rpKo 111 位 于 和 和 了 位 点 附近 ,参与 同 反 密码 子 配对 的 空 
R RNA HA A RHEN 此 重 白 或 其 他 一 些 成 分 构 型 的 改变 能 激活 RelA 酶 ,从 而 使 
空转 反应 取代 转 肽 反应 。 

每 一 次 (P)ppGpp 的 合成 都 引起 空 载 TRNA 从 A fi E ER HR, ES Ue Cp) ppGpp 的 合 
REFR ARNA 水 平 应 管 的 继续 。 在 应 急 条 件 下 HERR {RNA 按 密码 子 配对 原则 , 进 人 
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A 位 后 ,核糖 体 上 进行 的 正常 肽 链 合成 过 程 暂停 ， 空 载 tRNA 的 进入 .引发 (pjppGpp 分 
子 的 侣 成 ,{(p)ppGpp 又 使 空 载 tRNA 再 次 释放 ,然后 再 次 进入 , 峙 次 引发 {pjppGpp 合成 ， 
HATIA EB- tRNA 存在 ,使 核 糙 体能 继续 进行 肽 的 合成 ,而 结束 新 一 轮空 转 反 应 。 

ppGpp 是 调控 - 些 反 应 的 效应 物 ,能 抑制 转录 .已 报道 了 ppGpp 的 许多 作用 ,其 中 
主要 有 两 个 方面 :中 抑制 编码 rRNA 棵 纵 子 的 启动 子 的 转录 起 始 ; 加 多数 或 大 多 数 基 因 转 
录 的 延伸 过 程 受 ppGpp 抑制 。 
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无 论 是 原核 生物 达 是 真 核 生物 ,RNA 的 二 级 结构 都 参与 表达 调控 .其 中 最 常见 的 调 
HERE RNA 分 于 在 分 子 内 采用 不 同 的 碱 基 配对 方式 ,形成 不 同 的 二 级 结构 而 参与 调 
控 、 当 不 同 的 结构 对 是 否 人 允许 终止 存在 差异 时 ,改变 一 级 结构 可 对 转 半 终 目 进行 调控 。 
A 种 控制 构 型 的 方法 是 对 RNA 切割 ,切除 :个 RNA 片段 后 ,引起 剩余 部 分 的 构 型 发 
生变 化 。 调 捧 的 方法 还 可 能 是 一 个 小 RNA 分 子 与 日 标 RNA 分 了 直接 形 或 碱 基 配对 ,从 
而 控制 目标 RNA 分 子 的 表达 活性 。 

- : 些 操纵 子 进行 弱化 调控 。 58 46 TE FH Cattenuation) dé E fl RNA "o BS ESSET 
能 力 的 调控 机 制 。 器 化 子 tattenuator) 是 位 十 转录 单位 开始 区 的 一 种 内 部 终止 子 。 385 ft 
作用 的 其 同 特点 是 Ure P HE SEC PUBL VI BEAR LE BUE IRURE HS ESSE HL. DRE LE e£ 
构 , 则 发 生 阻止 RNA BEBE TA P REIR BO EA. WERE HAE CER LRNA RT 
BEBIIÓIE, MEBIERPUE SE, PEE EIE R89 ER ERES io h RIE mRNA 上 的 
位 置 所 决定 。 图 7- 24 WHITE E DK BE BR E mRNA 的 一 个 前 导 片段 。 当 核糖 体 
能 翻译 前 导 区 时 ERE ICTU 0» 上 形成 终止 发 夹 结构 。 但 是 当 核 糖 体 还 能 嚼 译 前 导 区 时 ,发 
夹 结构 在 另外 位 置 圭 形成 ,结果 终止 区 保持 单 链 ,RNA 聚 台 酶 转录 编码 区 因此 ,外 部 环 
境 对 核糖 体 在 前 导 区 移动 影响 的 能 力 控制 着 这 种 抗 终 止 作用 ， 

弱化 作用 是 在 色 氨 酸 操纵 子 中 发 现 的 。 色 氨 酸 操纵 子 有 5 个 连续 排列 的 结构 基因 ， 
它们 编码 使 分 支 酸 (chorismic acid) 转 化 为 色 氨 酸 的 二 种 酶 、 这 些 基 因 的 转录 从 它们 的 上 
游 共同 的 启动 子 开始 {图 7 - 25). 与 启动 子 相 邻 的 操 级 基因 能 与 男 -- 位 点 上 基因 rep 
编码 的 阻 抑 蛋 白 结 合 ， 在 色 氨 酸 操 纵 子 操纵 基因 与 第 . -个 基因 的 编码 区 之 间 有 --- 前 导 
区 。 结 构 基因 的 转录 部 分 终止 在 内 部 终止 子 rpe 上 ,终止 子 trpt 位 于 编码 区 的 3387 
侧 ,大 约 36 bp 处 。 其 后 大 约 250 bp 处 ,有 bp 因子 决定 的 终止 子 zrpr trpe 对 操纵 子 的 功 
能 来 说 ,是 非 必需 的 。 同样 类 型 的 操纵 子 也 存 于 大 跌 杆 菌 和 申 伤 寒 沙 门 氏 菌 (Safymonelia 
typhimurium) F a 

除 启 动 子 ~ 操 纵 基因 复合 物 外 ,还 有 一 个 位 点 对 色 氨 酸 操纵 子 起 调控 作用 。 这 个 位 点 
是 因 删 除 操纵 基因 与 jpE 编码 区 间 的 序列 ,结构 基因 的 表达 增强 而 发 现 的 。 这 种 作用 
与 阻 捉 作 用 无 关 , 删 除 后 ,基础 水 平 转录 和 去 阻 抑 转 录 都 增强 。 因此 ,此 位 点 影响 RNA 
夷 合 酶 从 启动 子 出 发 后 发 生 的 转录 过 程 。 启 动 子 和 trpE 基因 间 的 序列 有 两 个 重要 特 
点 : 

1) 它 是 能 编码 售 14 个 氨基 酸 的 前 导 肽 的 短 前 编码 序列 。 

2) 磁化 子 (内 部 终止 子 ) 能 阻碍 结构 基因 的 转录 。RNA 聚合 酶 在 此 处 终止 ,形成 一 
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个 140 bp 的 转录 物 。 

弱化 子 上 的 终止 受 色 氨 酸 含量 的 影响 。 色 氨 酸 含量 高 时 ,弱化 子 上 能 终止 。 但 是 , 缺 
斑 色 氨 酸 时 ,不 能 引起 终止 , RNA 束 合 酶 继续 翻译 结构 基因 。 

脂 扫 作用 和 弱化 作用 应 符 鱼 氨 酸 含量 变化 的 结果 相同 。 当 色 握 酸 存 在 时 ,操纵 子 被 
HM, AEH RNA 聚合 酶 脱离 启动 子 , 并 在 增 化 子 上 终止 。 不 含 色 氢 酸 时 ,RNA REM 
能 与 启动 子 结 人 台 , 在 弱化 子 上 不 发 生 转 隶 终止 。 

当 色 氨 酸 存 在 时 ,终止 右 效 ,弱化 子 使 得 上 只 有 芍 10% 的 RNA 聚合 酶 能 继续 参与 转 
孙 。 在 缺乏 色 氨 酸 时 ,所 有 的 RNA 聚合 酶 都 能 经 过 验 化 子 痰 续 参 与 转录 。 加 上 取消 阻 
抑 增 加 的 约 70 售 的 表达 ,缺乏 色 氨 酸 时 色 氮 酸 操 纵 子 表达 量 增强 约 700 fits 

弱化 子 转录 终止 是 怎样 对 色 氨 酸 含 量 做 出 应 答 的 昵 ? 前 导 区 序列 可 能 与 此 有 关 。 从 
图 7-25 可 见 , 前 导 区 序列 含 一 个 核糖 体 结合 位 点 ,其 AUG 密码 子 后 有 一 短 编 码 序 列 , 它 
含有 和 连 狠 的 色 氨 酸 密 码 子 。 当 幼 胸 中 色 氢 酸 用 尽 时 , 核 精 体 开始 翻译 前 导航 ,但 是 当 它们 
遇 到 色 氨 酸 密码 子 时 停 下 来 。mRNA 的 这 种 序列 说 明 这 种 核糖 体 的 暂停 会 有 影 响 弱 化 子 
上 的 终止 。 

前 时序 列 能 形成 两 种 碱 基 配 对 结构 ,核糖 体 经 过 前 导 区 继续 转录 的 能 力 控制 着 这 两 
种 结构 的 转换 ,这 种 结构 决定 mRNA 是 否 形成 终止 所 需 的 结构 。 图 7- 26 列 出 了 这 些 结 
构 。 第 一 个 结构 中 ,1 区 与 2 区 孔 对 ,3 区 与 4 区 配对 ,3 区 与 4 区 配对 形成 发 夹 结构 , 接 
ERRARE Us 序列 ,Us 是 内 部 终止 子 的 基本 入 和 号。 


。259 ， 


FER WEARCU OE joe iacu SG REIR 


AF 
IEA — pl frp trpC irpR trpá r 
m-—- . I m-AN-ER-O0 c OO OM RUNE | 
控制 区 


RAT 操纵 基因 前导 对 编码 序列 、 志 化 了 
EE 


d G-CRX/ 
E AUN T BEER 
T 


ATRE 


Met Lys Ala lle Phe Wal Leu Lys Gly Trp Trp Arg Thr Ser 


图 7-25 色 氨 酸 井 纵 子 


如 果 1 区 不 能 与 2 区 配对 ,出 形 成 男 一 种 结构 。 此 时 ,2 区 能 与 3 区 配对 ,4 区 则 没 法 
配对 ,因此 只 能 保持 单 链 ,不 能 形成 翻译 终止 所 需 的 发 夹 结构 。 
在 细菌 中 ,转录 进行 到 前 导 区 第 90 碱 基 处 时 ,转录 暂停 ,直到 核 精 体 番 译 前 导 肽 。 然 
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HE 7-26 mp FERRARE 
2E LES ODE. 3 区 可 与 2 区 各 4 区 院 对 。 左 图 中 ,t 区 和 2 区 本 对 ,3 区 与 4 EON EORR IE HE EE 
结 柏 。 有 图 中 ,2 区 和 3 区 配对 ,终止 学区 淤 音 链 结构 ,终止 所 需 的 发 玉 结 构 不 能 形成 。 


后 RNA 聚合 酶 释放 出 来 并 移 向 虹 化 子 位 点 。 当 它 到 达 翌 化 于 区 时 ,决定 是 否 继续 转录 
的 一 级 结构 已 经 形成 。 这 是 因为 色 氨 酸 操 纵 子 前 导 肘 中 含有 色 矢 酸 密码 子 , 当 细 胞 中 有 
色 氨 酸 存 在 时 ,核糖 体能 够 顺利 地 翻译 出 整个 前 导 肘 而 在 终止 密码 子 UGA 处 停 下 来 。 
这 时 核糖 体 占据 了 1 区 和 2 区 的 一 部 分 ,使 2 区 和 3 区 不 能 有 效 的 配对 ,因而 3 区 和 4 区 
蝶 对 产 千 终止 子 的 发 夹 结构 ,于 是 实现 转 凌 的 终止 。 当 细胞 内 色 氢 酸 缺 乏 时 , 核 精 体 停 顿 
在 随 个 色 氨 酸 密码 了 了 上。 这 时 ,核糖 体 占据 了 1 区 ,而 留 下 完整 的 2 区 以 便 与 转录 出 的 或 
即将 转录 出 来 的 3 区 形成 二 级 结构 ,这 样 当 4 区 转录 出 来 后 仍然 是 单 链 状 态 ,不 能 形成 带 
有 发 夹 结构 的 终止 子 于 是 转录 继续 进行 下 去 。 

细 落 利用 弱化 作用 控制 操纵 子 的 现象 比较 普遍 。 至 少 有 6 个 编码 与 氨基 酸 台 成 有 关 
的 酶 的 操纵 子 采用 这 种 控制 机 制 。 蛋 白质 合成 中 氨基 酸 的 水 平反 馈 控制 用 于 该 伺 基 酸 人 台 
成 的 酶 量 。 


四 、 小 RNA 分 子 调节 翻译 


到 日 前 为 止 ,我 们 前 而 讨论 的 反 式 作用 调节 因子 都 是 蛋白 质 。 但 RNA 也 可 作为 调 
节 因子 参与 调控 ,现在 已 经 有 几 个 小 RNA 分 子 调节 基因 表达 的 例子 。 与 蛋白 质 调节 物 
一 样 ,RNA PRTG TRIAR RREPERI, RNA 调节 物 的 划分 子 是 一 个 
单 链 核酸 序列 。RNA 调节 物 与 目标 分 子 互补 ,形成 双 链 区 而 发 挥 作 用 。 调节 物 RNA 作 
用 机 制 有 两 种 ,一 种 是 RNA 分 子 与 靶 分 子 形成 双 螺 旋 , 通 过 形成 和 封闭 特异 位 点 直接 影 
有 响 葛 分 子 的 功能 ; 另 一 种 是 调节 物 RNA 分 子 与 划分 子 的 部 分 区 城 形成 双 螺 旋 , 从 而 改 恋 
靶 分 子 其 他 区 域 的 构 型 ,间接 影响 靶 分 子 的 功能 。 两 种 调控 机 制 的 共 辣 点 是 都 要 通过 改 
变 丢 分 子 的 二 级 结构 来 控制 靶 分 子 的 活性 。 

RNA 调节 物 与 限 抑 操 维 子 的 蛋白 质 的 不 同 点 是 RNA 没有 变 构 的 性 质 , 它 不 能 受 其 
他 小 分 子 影 响 改 变 识 别 划分 子 的 能 力 。 因此 它 的 调节 作用 随 着 其 产生 而 形成 , 随 着 其 消 
RRE, 所 以 从 产生 的 角度 看 主要 是 对 其 基因 转录 进行 控制 ,从 分 解 的 角度 主要 是 由 
催化 其 降解 的 酶 来 控制 。 

EX. RNA 就 是 一 种 RNA 调节 物 ,在 细菌 细 胞 内 作为 调节 物 进行 一 些 调节 。 反 义 
RNA 有 三 种 调节 方式 。 反 义 RNA 与 mRNA 上 核糖 体 结合 位 点 结合 ,使 核糖 体 不 能 结 
合 ,使 得 翻译 不 能 起 始 。 反 义 RNA 也 可 与 RNA 结合 ,形成 双 螺 旋 结 构 , 由 于 所 形成 的 双 
螺旋 结构 成 为 内 切 栈 的 特异 底 物 ,使 与 其 结合 的 RNA TAREE, KX RNA 也 可 与 转 
录 物 结合 ,使 得 转录 提前 终止 。 

小 RNA 的 全 成 直接 控制 大 肠 杆 菌 ompF 基因 的 翻译 (图 7- 27)。 编 码 大 肠 杆 菌 两 
种 外 膜 蛋白 质 的 基因 opC 和 ompF 的 表达 受 培养 基 的 汉 透 压 控制 ,这 两 个 基因 参与 调 
控 对 郊 透 压 变 化 的 应 答 。 基 因 座 eno 编码 一 种 作为 渗透 压 感受 器 的 受 体 蛋 白 ,渗透 压 
增加 时 ,EnyZ 蛋白 激活 另 一 种 蛋白 质 -基因 ompR 的 产物 ,OmpR 蛋白 是 激活 两 种 基因 
转录 的 一 种 正 调节 物 , 它 所 激活 的 两 种 基因 是 中 心 调节 区 的 结构 基因 ompC( 图 7-26 中 
未 画 出 ) 和 调节 基因 ywicF。zwicF 的 产物 是 一 个 174 碱 基 大 小 的 RNA 分 子 , 它 是 典型 的 
EX. RNA, 反 义 RNA 是 指 能 与 mRNA 互补 结合 ,从 而 阻 断 mRNA 的 翻译 的 RNA 4T, 

渗透 压 增加 引起 MicF RNA 合成 , MicF RNA 关闭 ompF mRNA 的 翻译 。MicF 
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HO-UUUUU 


Hi7-27 micFRNA 对 ompF mRNA BEBE 
o HOMI. EnvZ, EnvZ 激活 OmpR, OmpR 诱导 »nicF fompC Ei rp de Sb n HER, pirFRNA 与 
ompF RNA 的 5 区 互补 ,两 者 结合 后 阻止 ompF HR- 


RNA 与 OmpF mRNA 分 子 中 含有 翻译 起 始 的 核糖 体 结 合 位 点 的 区 域 互 补 , 因 此 MicF 
RNA 能 发 挥 调节 物 的 功能 ,与 OmpF mRNA 结合 阻止 其 翻译 。 它 也 能 与 OmpF mRNA 
形成 双 螺旋 结构 区 ,使 OmpF mRNA 不 稳定 ,例如 使 它 对 水 解 双 链 的 核糖 核酸 酶 伍 感 就 


能 使 OmpF mRNA 变 得 不 稳定 。 
秀 久 隐 杆 线虫 中 也 存在 一 个 编码 RNA 的 调节 基因 ,基因 产物 RNA 可 与 一 mRNA 互 


补 。 这 种 调节 基因 是 iin4 , 它 所 调节 的 对 象 是 Iin14 基因 ,Lin14 参与 幼虫 发 育 的 调控 。 
基因 iin4 编码 两 个 大 小 分 别 为 22 RERA 61 BAERD RNA, 两 者 的 终止 点 不 同 。 
lind 的 转录 产物 与 一 个 10 碱 基 的 序列 互补 ,该 序列 在 214 的 mRNA 非 翻译 区 的 3 端 
重复 7 次 。 现 在 仍 不 清楚 lind RNA 怎样 关闭 lin14 的 表达 。 一 种 可 能 的 机 制 是 双 链 的 
形成 会 阻止 iin14 mRNA 从 细胞 核 出 来 ,到 细胞 浆 中 去 。 另 一 种 可 能 的 机 制 双 链 的 形成 
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会 干扰 翻译 过 程 。 此 调节 系统 还 有 一 个 特别 之 处 ,就 是 调控 位 点 在 基因 的 3 端 。 

反 义 RNA 的 合成 能 搞 制 原核 生物 和 真 核 生物 的 mRNA 的 翻译 。 利 用 这 个 原理 已 将 
人 工 合成 的 基因 引 人 生 物体 内 ,使 其 转录 出 反 义 RNA, 达 到 抑制 与 反 义 RNA 互补 的 目的 
mRNA 翻译 的 自 的 。 
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第 八 章 ” 真 核 生物 基因 表达 调控 
第 一 节 概 述 


各 种 真 核 细胞 到 型 的 益 异 十 要 足 其 编码 和 蛋白质 基因 表达 不 同 引 起 的 。 这 些 纲 硒 代 各 
质 的 基因 的 表达 都 经 RNA 上 聚合 眩 [I 转录， 理论 上 ,这 些 基 因 的 表达 可 能 都 在 数 个 阶段 
中 的 某 一 个 阶段 受到 调控 。 因 此 ,“ 控 制 水 下" 的 慨 念 是 措 基因 的 表达 并 非 一 旦 开始 ,就 必 
然 自 动 进行 全 最 后 完成 。 基 因 的 表达 能 在 儿 个 连续 步骤 中 的 任 一 步 中 以 基因 特有 的 方式 
受到 调控 。 我 们 至 少 可 以 分 出 5 个 控制 点 ,好 : 

基因 结构 的 激活 (活化 ) 一 转录 起 始 ~ 转 录 过 程 一 胞 桨 转运 .>mRNA BEI 

第 一 步 的 存在 说 明基 因 存 在 两 种 结构 状态 。 与 基因 组 中 的 大 多 数 基因 状态 相 比 ,组 
胞 中 处 于 “活化 "状态 的 菇 因 得 到 表达 。 这 种 结 枸 的 改变 与 转 水 的 作用 不 同 .表明 此 基 半 
可 以 转录 。 因 此 , 变 成 “活化 "结构 县 基因 表 达 的 第 一 步 。 

处 于 活化 状态 基因 的 转录 由 转 耻 起 始 阶段 控制 , 即 通 过 RNA RE GM SET SR. 
作用 进行 控制 。 这 种 控制 可 在 体外 实验 系统 中 进行 分 析 。 对 大 多 数 基因 来 说 ,转录 起 始 
的 控制 是 最 主要 的 控制 点 ,也 就 是 说 最 常见 的 调控 水 平 是 转录 起 始 水 平 的 调控 。 

在 随后 的 转录 过 程 中 的 调控 ,例如 通过 抗 终止 作用 进行 的 调控 ,在 真 核 细 胞 中 是 再 存 
在 日 前 仍 没 有 确切 证 据 。 

初级 转录 物 经 5 端 加 帽 及 3 端 加 多 聚 腺 若 酸 尾 等 加 工 , 割 裂 基因 转录 物 中 的 内 会 子 
述 要 经 前 接 去 掉 。 成 熟 的 RNA 必须 从 胞 核 出 到 胞 状 中 。 在 核 RNA 水 平 上 ,还 可 通过 改 
变 剪 接 类 型 实现 调控 蛋白 质 产 物 的 类 型 。 

最 后 , 胞 效 中 一 个 特定 的 mRNA 是 否 被 翻译 仍 被 调控 。 在 成 年 体 细胞 中 ,采用 这 种 
调控 机 制 的 例子 还 很 少 ,但 在 胚胎 时 ,确实 有 这 种 调控 的 合子 , 即 -- 些 特异 蛋白 质 因子 阻 
断 其 些 mRNA 翻译 的 起 始 。 


第 二 节 ” 真 核 生物 基因 转录 调控 (1 


绝 大 多 数 调控 发 生 在 转录 起 始 阶 段 ,但 由 于 基因 表达 的 控制 订 发 咎 在 多 个 阶段 ， 
RNA 产物 的 产生 并 不 是 就 必定 会 形成 蛋白 质 产物 。 组 织 特异 性 基因 表达 调控 是 真 核 组 
胞 分 化 的 核心 ,控制 凸 胎 发 育 的 转录 因子 中 也 可 看 到 这 方面 的 例子 。 一 个 转录 四 子 可 以 
对 许多 已 的 基 关 进行 调控 。 我 们 试图 找到 关于 调控 神 式 的 两 个 问题 的 符 案 , 即 什 么 决定 
了 转录 因子 的 目的 基因 ? 转 杀 因子 的 活性 怎样 受到 内 外 信号 的 调控 ? 


一 、 基 因 转 录 的 顺 式 调控 元件 


真 核 基因 的 顺 式 作用 元 件 按照 功能 可 以 分 为 户 动 子 ,增强 子 以 及 沉默 基因 (silencer)。 
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(—) 启动 子 的 选择 


RNA 聚合 酶 IE 的 启动 子 有 含 TATA 框 的 典型 启动 子 和 不 会 TATA 框 的 非典 型 启 
aT ME. 


1. TATA 框 启动 子 


有 TATA 框 的 典型 启动 子 是 上 游 启 动 子 和 增强 子 产 生 诱 导 歼 应 所 必需 的 。 有 时 一 
个 基因 上 有 串联 着 的 两 个 TATA 框 ,它们 可 分 别 地 或 有 侧重 地 对 不 同 的 诱导 物 作出 应 
答 ; 在 某 些 情况 下 ,也 参与 组 织 特异 性 的 选择 。“ 淀粉 酶 基因 在 唾液 腺 和 肝脏 两 种 组 织 中 
分 别 选择 了 相距 2.8 kb、 转 录 效 率 不 同 的 两 个 转录 起 始点 ,以 保证 唾液 中 酶 的 活性 远 高 
于 肝脏 组 织 。 


2. 不 典型 的 启动 子 


有 少数 基因 没有 典型 的 TATA fe aT IE PI oen X TATA ERATARA A 
GC, 即 具有 GC 框 , 有 的 则 没有 GC 框 。 

(0)€ 4 GC Æ TATA 框 的 基因 转录 ”不 依赖 或 缺少 典型 启动 子 结构 的 基因 转录 
起 始 是 不 规则 的 ,并 且 只 有 基础 水 平 表 达 : 如 小 鼠 的 金属 硫 蛋 白 基因 在 府 因 组 织 中 低 表 
达 , 转 录 起 始点 散布 在 - 160 bp 一 + 1 27 [8], p 6096 HREF — 50 bp 到 -150 bp 
的 区 间 内 。 

持家 基因 (housekeeping gene) 是 以 维持 细胞 正常 结构 .基本 生命 活动 所 需 的 蛋白 质 
的 编码 基因 。 这 些 基因 前 $ 上游 有 时 没有 TATA 框 ,只 有 富 含 GC 的 上 游 序列 ,其 中 党 
有 一 个 以 上 的 SPI 结合 位 点 (GGGCGG) ,SP1 普遍 存在 于 多 种 细胞 中 对 基础 转录 的 活化 
有 重要 必用。 持家 基因 常 有 多 个 转录 起 始点 ,分 布 跨 度 也 较 大 ,具有 这 类 典型 散在 起 始点 
的 基因 有 二 氢 时 酸 还 原 酶 和 人 表皮 生长 因子 受 体 的 基因 等 。 另外 一 些 组 成 型 表达 的 基因 
如 组 蛋白 H2B 等 ,在 其 近 侧 启动 子 区 有 Occ 结合 的 8 个 核 音 酸 序列 存在 。 若 将 H2B 启 
动 子 区 中 的 Occ 序列 删除 , 则 H2B 转录 不 再 具有 细胞 周期 特异 性 。 可 见 基因 的 启动 子 元 
件 与 转录 起 始 方式 和 表达 性 质 有 密切 关系 。 . 

(2) 转 录 起 始 子 与 无 TATA 框 \GC 框 的 基因 转录 TATA 框 与 转录 起 始 子 (initia- 
ior, Inm) 是 决定 转录 起 始 ( + 1 位 点 的 关键 序列 。 有 些 基 因 虽 有 TATA 框 但 属于 较 弱 的 
局 动 子 , 此 时 RNA RES BE II 的 转录 起 始 于 一 个 或 数 个 紧密 成 艇 的 起 始 元 件 Inr B A fu 
卡 。 这 种 元 件 的 保守 性 序列 (5 PyPyCAPyPyPyPyPy - 3488 M 这 类 基因 有 果 蝇 发 
育 时 的 同 源 转换 基因 ubr Mantp 工 淋巴 细胞 特异 性 的 工 细胞 抗原 受 体 (TcR)B 链 编码 
基因 、 原 痛 基 因 ek 等 。 其 有 淋巴 细胞 分 化 特异 性 表达 的 未 端 脱 氧 核 精 核 苷 转移 酶 
《TdT) 局 动 子 上 没有 TATA 框 , 却 在 其 转录 起 始 位 点 附近 -6 一 +11 的 17 TET - 
GCC CTC ATT CTG GAG AC- 3’) 处 形成 起 始 子 ,控制 着 TaT 基因 在 前 了 和 前 工 淋巴 
细胞 中 特异 地 由 +1 位 的 A 起 始 准 确 转录 。 若 在 Inr. 上 游 加 人 TATA 框 或 上 游 启 动 子 如 
GC 框 等 都 可 明显 提高 Inr 的 转录 效率 。 有 趣 的 是 在 腺 病毒 主要 晚期 启 动 子 中 有 典型 的 
TATA EAA Inr. 其 -6 一 +S 范 围 内 的 序列 与 TAT 的 Inr 完全 相同 ,提示 在 上 述 典 型 
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的 启动 了 中 ,TATA 柜 可 与 Inr 回 时 起 作用 - 
(二 ? 增 强 T 


在 喜 核 生物 基因 组 很 长 瞪 离 上 都 可 能 发 生 某 困 . 表 达 的 凋 控 。 - 些 真 核 生 物 的 基因 受 
增强 于 (enhaneer) 序 列 调控 ,增强 子 是 真 核 细胞 中 通过 启动 子 来 增强 转 还 的 一 种 远 端 壮 
传 性 控制 元 件 。 有 效 的 增强 子 可 以 位 于 基因 的 5 端 ,也 可 位 丁 3 端 ,还 可 位 丁 基因 内 的 
内 会 子 区 。 增 强 了 区 在 真 核 细胞 中 一 般 跨度 为 100 一 200 bp. 增强 子 和 启动 了 同样 是 由 
多 个 独立 的 .具有 特征 性 的 核 苷 酸 译 列 所 组 成 的 ， 其 基本 的 “和 核心 6f element) A iB 8 
一 12 bp 组 成 ;可 以 有 完整 的 或 部 分 的 回 文 结构 ,并 以 单 撕 内 或 多 找 由 串联 的 形式 存在 。 
一 般 认为 各 个 独立 序列 彼此 间隔 50 bp 以 内 ,至 少 2 一 3 个 同时 存在 ,就 能 有 效 地 协同 促 
JEFE sETR TIE. 


1. 增强 子 的 特性 


增强 子 首 先 发 现 于 SV40 病毒 中 。 早 期 启动 子 $ 上 游 约 200 bp 的 DNA 片段 连接 在 
其 他 基因 党 侧 可 促使 该 基因 转录 效率 提高 100 倍 ,该 片段 可 远离 基因 转 示 起 始点 达 3000 
bp 以 上 .SV40 策 毒 基因 增强 子 区 有 前 后 两 个 72 bp 的 重复 序列 ,其 中 的 "核心" 元件 是 
57 GGTGTGGAAAG -3 。 史 后 在 免疫 碟 蛋 白 重 链 了 与 C 基因 间 的 大 内 含 子 中 败 现 了 第 
一 个 x 基因 的 细胞 增强 子 。 表 明 真 核 细 胞 中 也 有 远 距 高 调控 的 增强 子 存在 ;并 发 现 这 种 
激活 基因 转录 的 细胞 增强 子 具 有 细胞 特异 性 ;该 增强 子 在 免疫 球 蛋 白 基 因 的 “内 部 ”即位 
子 转录 起 始 的 “ 帽 "位 点 十 游 。 

增强 子 的 特性 可 归纳 为 了 个 方面 。 呈 增强 地 能 (通过 启动 子 ) 提 高 同一 条 DNA 链 上 
靶 基 固 转 逐 的 速率 ;@ 增 强 子 对 同 源 或 异 省 基因 同样 有 效 ; 图 增强 子 的 位 署 可 在 基因 4 
上 游 .基因 内 或 基因 的 3 下游 序列 中 ; 国 增 强 子 在 DNA 双 链 中 没有 5 与 3 国定 的 方向 
性 ;他 增强 子 可 远离 转录 起 始点 ,通常 在 1~ 4 kb( 个 别 情况 下 可 远离 转录 起 始 位 点 达 
30 kb) 直 作用 ;加 增强 子 一 般 具 有 组 织 或 细胞 特异 性 ;四 增强 子 的 活性 与 其 在 DNA XU 
旋 结 构 中 的 空间 方向 性 有 关 。 


2. 增强 子 的 作用 机 制 


由 于 增强 子 的 活性 与 半 周 DNA 双 螺 旋 (5 MÄR . 偶 位 点 有 闫 , 且 常 在 电镜 下 呈现 
球状 结构 ,提示 增强 子 作 用 受 DNA 双 螺 旋 空间 构象 影响 。 增强 子 在 转录 起 始点 运 端 起 
作用 可 能 有 3 种 方式 。 中 增强 学 可 以 影响 模板 附近 的 DNA 双 螺旋 结构 ,如 导致 DNA 双 
纶 旋 论 折 , 或 在 反 式 因子 的 参与 下 ,以 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 为 媒介 形成 增强 子 与 启 动 子 
之 间 “成 环 "连接 的 模式 活化 转 东 ;四 将 模板 固定 在 细胞 核 内 特定 位 去 .如 连接 看 核 基因 
上 ,有 利于 DNA 拓扑 异 构 酶 改变 DNA 双 螺 旋 结 构 的 张力 ,促进 RNA 聚合 酶 IÆ RNA 
链 上 的 结合 和 滑动 ;加 增强 子 区 可 以 作为 反 式 作用 因子 或 RNA RG I 进入 染色 质 结 
FIRS" ALTI. 
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3. 增强 子 的 种 类 


(1 细胞 特异 性 增强 予 ”许多 增强 子 的 活性 虽然 只 在 个 别 的 细胞 或 组 织 中 出 现 , 然 
而 其 中 绝 大 部 分 组 织 特异 性 的 增强 效应 都 是 由 于 不 同 细胞 (或 组 织 } 中 含有 特异 的 DNA 
澜 控 和 蛋白 的 活性 ( 反 式 调控 机 制 ) 所 决定 的 。 病 毒 增强 子 对 于 细胞 的 选择 性 和 细胞 中 固有 
基因 增强 子 的 组 织 特异 性 是 有 区 别 的 .如 胰腺 内 分 泌 性 的 B 细 胞 中 胰岛 素 基 因 5, ET 
~103~ -353 bp 是 强 的 组 织 特异 性 增强 子 。 

2) 请 导 性 增强 子 ”诱导 性 增强 子 的 活性 通常 需要 有 典型 的 启动 子 参 与 。 金 属 硫 
蛋白 基因 可 在 多 种 组 织 中 转录 ,又 可 爱 类 闭 醇 激素 、 重 金属 和 生长 因子 等 光 种 因素 诱导 。 
其 调控 元 件 除 启动 子 外 .也 相应 地 包括 两 个 基础 水 平 的 元 件 以 及 诱导 性 类 团 醇 激素 应 答 
元 伯 金 属 应 管 元 件 等 。 基 础 水 平 元 件 有 助 于 基因 的 组 成 性 表达 ,两 个 诱导 性 元 件 可 被 相 
应 因素 诱导 而 促进 转录 。 


(—) UL 8X E BJ 


沉默 基因 是 一 种 负 调 控 元 件 ,参与 基因 表达 的 负 调 控 。 休 淋巴 细胞 可 分 为 两 种 不 同 
的 丁 抗原 受 体 aB YÂ. HIT ARE o 和 5 的 基因 同 在 一 个 基因 座位 中 而 “ 链 恒定 区 Co 
基因 3 下游 的 a 增强 子 在 各 种 工 细胞 均 有 洪 在 活性 ,因此 在 本 细胞 分 化 时 需要 通过 各 种 
正 负 润 控 机 制 进行 精密 的 选择 ,才能 正确 表达 。 已 知 的 负 调 控 元 件 一 个 紧 接 在 Ca 基因 
的 3 下 游 , 另 一 个 在 Ca 增强 子 的 上 游 。 对 o 特异 的 沉默 基因 可 阻止 .fa 基因 在 y/o RA 
胞 中 参与 重 排 ,而 相 应 的 3 增强 子 将 促进 8 基因 重 排 到 位 。 可 见 a 沉默 基因 的 TCR. 基因 
K o/8 基 央 座 转 录 和 重 排 中 起 着 重要 作用 。 这 些 负 调 控 元 件 可 不 爱 距 离 和 方向 的 限制 ， 
并 可 对 异 涛 基因 的 表达 起 促进 作用 。 


《四 ) 转 座 元 件 


转 座 元 件 (transposable element) 的 基因 调控 可 能 是 由 于 转 座 元 件 的 播 人 , 带 来 新 的 序 
列 特异 性 DNA 结合 蛋白 及 其 结合 位 点 ,这 些 序列 可 以 增强 子 的 方式 远 距离 地 调控 基因 
转录 ; 当 这 样 的 调控 序列 转 座 到 原 瘤 基因 附近 就 可 使 之 转变 为 癌 基 因 , 进 而 产生 出 肿瘤 细 
胞 。 由 于 真 核 细胞 基因 组 中 蛋白 质 编码 区 仅 占 2% ,因此 转 座 元 件 的 移动 很 少 引起 外 显 
子 的 改变 ,而 主要 是 通过 其 调控 作用 使 机 体 在 长 期 的 进化 过 程 中 ;适应 环境 压力 选择 出 更 
多 的 异 质 品系 。 


二 、 遂 用 调控 中 的 调控 效应 元 件 


受 共同 控制 的 一 组 基因 共用 一 个 受 转录 调控 因子 识别 的 启动 子 元 件 。 使 基因 应 答 此 
类 因子 的 元 件 被 称 为 效应 元 件 (response element) , 如 热 激 效应 元 件 (heat shock response 
element, HSE) , 精 皮 质 激素 效应 元 件 (glucocurticoid response element, GRE) I ifa 28 Ac ny 
元 件 (serum response element, SRE) 
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表 8 -1 一 些 转录 因子 及 其 所 识别 的 元 件 


yn vw param 可 BOTE FI . 因子 
BÓ HSE CNNGAANNTCCNNG HSTF 
IET Ti GRE TGGTACAAATUTTCT Xd 

VEO BB phorbol ester? TRE TGACTUA API 
DE SRE CUATATTAGU SRF 


效应 元 件 有 启动 子 上 游 元 件 或 增强 于 相同 的 特点 。 它 们 含 短 的 保守 序 州 ,不 同 基因 
中 的 效应 万 件 捞 凡 数 很 接近 ,但 不 完 侈 相同。 调控 因子 的 结合 区 在 保守 序列 上 ,保守 序列 
两 问 覆 商 距 离 不 长 。 在 启动 子 上 ,效应 元 件 距 转录 起 始点 的 距离 并 不 同 定 , 但 道 常 在 转录 
起 始点 的 上 游 200 bp 肉 。 只 要 单个 效应 元 件 就 可 以 受 调 控 因子 的 调控 ,但 有 时 ,有 多 个 
找 员 的 效应 元 件 出 现 。 

北 应 元 件 可 能 亿 于 局 动 子 内 ,也 可 能 位 于 增强 子 内 。 典型 的 元 件 只 存在 于 启动 子 或 
增强 子 一 者 之 “内 ,通常 ,HSF 存在 于 启动 子 中 ,而 GRE 存在 于 增强 子 中 。 我 们 认为 所 
有 十 件 都 以 同样 的 一 般 原理 发 挥 作 用 。 即 基 因 受 识别 启动 子 成 增强 子 中 序列 的 特定 蛋白 
质 调控 ,这 种 特定 蛋 当 质 起 转录 因子 的 作用 ,是 RNA 聚合 酶 启动 转录 所 必需 的 。 活 化 蛋 
拍 仅 在 基因 被 表达 这 个 特定 条 件 下 可 以 得 到 ; 它 的 缺乏 意味 着 启动 子 就 不 能 按 这 种 特定 
程序 激活 。 

热 激 应 答 中 多 个 基因 由 单 - -的 转录 因子 控制 就 是 这 种 情况 。 热 激 应 答 在 原核 和 真 核 
生物 中 许多 基因 的 表达 控制 中 很 普 由 ,温度 增加 关闭 - 些 基 固 的 转录 ,同时 开放 热 激 基因 
(heat shock gene) 的 转录 ,从 而 引起 mRNA 翻译 的 变化 。 原核 生物 和 真 核 生物 热 激 基 因 
控制 的 模式 不 同 。 在 细 获 ,合成 一 种 新 的 s 因 于 ,使 RNA 聚合 了 覆 全 酶 识别 热 激 基因 启动 
于 中 的 - 10 位 上 的 共同 序列 。 在 真 核 生物 中 , 热 激 基因 也 售 共 同 保 字 序列 {HSE ) ,这 些 
保守 顺序 离 转录 起 始 位 置 的 上 距离 不 国定 ,但 都 能 被 专 一 的 转 时 因子 HSTF 所 识别 ， 

ABL C Drosophila melanogaster ) BO BP 8 283803 EAS HS HSE. HSTF £& 
AERE E. HSE 和 HSTF EREE DET , DRUSI SUR S POBRE BE GE YE ESI 
动物 中 激活 ,也 能 在 海胆 中 激活 。 果 蝇 的 HSTF $& I 5 BE E DS E DLE bá HSE 序列 的 
DNA 中 ,表现 出 相同 的 足迹 图 谱 。 当 细 网 热 激 时 SEHE HSTE 发 生 磷 酸化 ,这 种 修饰 使 
HSTF 货 白 质 激 活 。 

金属 硫 蛋 白 (metallothionein ， MT) 基因 提供 了 一 个 单 -- 基 因 是 怎样 受 多 种 不 同 的 调 
控 机 制 调控 的 实例 。 金属 硫 表白 通过 与 金属 结合 然后 使 其 排出 细胞 从 而 保护 细胞 免 受 高 
谊 上 度 重 金属 的 侵害 。 递 常 金属 酸 异 白 基 因 在 基础 水 平 表达 ,但 是 当 受 到 重金 属 离子 (如 
镶 ) 或 糖 皮 质 激 素 诱导 时 ,表达 水 平 提高 。 其 调控 区 含有 数 种 调控 元 件 ,表明 其 调控 的 原 
理 是 当 户 动 子 爱 -种 以 种 方式 调控 时 ,每 一 调控 过 程 都 有 特定 序列 与 相应 的 蛋白 质 结合 。 

MT 基因 启动 子 结 构成 分 见 图 8 - 1. 此 图 中 主要 特点 是 可 激活 转录 的 元 件 密度 很 
X. 两 个 组 成 型 启动 子 元 件 {constitutive promoter element) 是 TATA HEF GC 框 ,位 置 变 
化 不 大 , 紧 千 着 转录 起 始点 ,基础 水 平 的 组 成 型 表达 (constitutive expression) 也 需要 基础 
水 平 元 件 (basal level element, BLE); BLE 属于 增强 子 范畴 、 尽 管 BLF 位 于 转录 起 始点 
的 附近 ,但 移 到 其 他 位 置 , 仍 起 作用 。 在 其 他 增强 子 中 有 BLE 的 相关 序列 ,这 些 序 列 可 与 
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SV40 增强 子 结 合 蛋 白质 结合 。 
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图 8-1 和 启动 子 和 增强 子 中 含 组 个 “组 成型 元 件 的 人 金属 硫 蛋 白 的 调控 区 
上 慰 荔 于 有 金属 庄 导 元 件 ,有 应 管 业 皮 质 油 吉 的 增强 子 元 件 。 图 上 部 的 缩写 为 调控 元 件 ,下 部 的 缩写 为 主 
调控 元 件 结 合 的 重 白质 。 


TRE 含 一 些 增强 子 的 共有 序列 ,包括 一 个 金属 硫 蛋 白 的 BLE 和 SVAO 病毒 的 72 bp 
重复 序 州 。TRE 上 有 转录 因子 AP1 的 结合 位 点 ,两 者 相互 作用 是 引起 组 成 型 表达 的 机 制 
之 一 。 然 而 ,APl 的 结合 也 有 其 第 二 功能 。TRE 负责 应 答 佛 波 酯 如 TPA{ 启 动 肿瘤 的 - 
种 试剂 ) 等 信号 ,也 通过 API 与 TRE 相互 作用 实现 。 

Z0 MRE 序列 负责 对 金属 刺激 的 应 答 , 它 们 起 启动 子 元 件 的 作用 。 一 价 MRE 就 有 
了 对 重金 属 信号 应 答 的 能 力 , 多 份 MRE 元 件 则 可 完成 更 高 水 平 的 诱 旱 。 

GRE 负责 应 管 类 固 醇 激 京 信号 。GRE 位 子 转录 起 始点 上 游 250 bp, 起 增强 子 作用 。 
GRE 的 缺失 不 影响 基因 水 平 的 表达 ,也 不 影响 金属 离子 诱导 的 表达 。 但 是 应 答 类 固 醇 激 
素 信 号 则 绝对 必 变 。 

金属 硫 蛋 白 的 调控 说 明了 调控 的 通用 原理 , 几 个 不 同 的 元 件 中 的 任 : 一 个 ,无 论 位 于 启 
动 子 中 还 是 增强 子 中 者 能 独立 激活 基因 表达 。 欲 乏 某 一 激活 模式 的 元 件 并 不 影响 其 他 模 
式 的 激活 。 各 种 元 件 独立 作用 ,它们 之 间 的 排列 没有 特别 严 的 限制 ,表明 一 个 与 任 一 元 件 
结合 的 因子 能 够 通过 基础 转录 装置 独立 提高 转录 起 始 的 效率 ,也 许 借 蛋 白质 与 蛋白 质 相 
互 作用 ,使 起 始 复合 物 更 稳定 或 促进 起 始 复合 物 的 形成 。 


=., DNA 结合 结构 域 


对 各 种 转录 因子 的 序列 进行 比较 ,可 发 现 其 基 序 (motif) 的 共同 点 是 都 与 DNA 结合 。 
基 序 通常 很 短 , 仅 为 蛋白 质 结构 中 的 一 小 部 分 。 在 蛋白 质 与 转录 装置 相互 作用 中 ,负责 激 
活 转 录 的 基 序 可 以 被 鉴定 出 来 。 用 特定 的 基 序 与 DNA 结合 ,得 到 几 组 调节 转录 的 蛋白 
质 基 团 的 详细 信息 。 


1. 类 固 醇 受 体 


KERE (steroid receptor) 是 一 组 功能 相关 的 蛋白 质 , 每 个 受 体 都 经 与 特定 的 类 固 
脐 结 合 而 得 到 激活 。 糖 皮质 激素 受 体 是 分 析 得 最 彻底 的 类 固 醇 受 体 。 类 固 醇 受 体 与 其 他 
受 体 如 甲状 腺 激素 受 体 和 视 黄 酸 受 体 一 起 ,组 成 作用 方式 相同 的 转录 因子 超 家 族 。 
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2. HE IR 


锌 指 结构 (zine finger) 4&FF & — ^ DNA 结合 域 。 最 早 发 现 的 锌 指 结构 基 序 被 TFIIA 
AER XVI RNA RAA IU 转录 5 S rRNA 基因 需要 这 种 TFIA 因 了 于 。 在 另 一 些 转录 
因 池 中 也 发 现 有 镶 指 结构 。 在 类 国 醇 受 体 中 也 发 现 了 -种 特别 形式 的 这 种 基 序 。 


3. 螺旋 -转角 -螺旋 


螺旋 -转角 - 蝗 旋 (helix:turn-helix) 基 序 作 为 DNA 结 人 台 域 最 早 发 现 于 只 菌 体 的 阻 抑 蛋 
HPP, Po- BNET DNA HA; S ^ LT S 3E DNA 的 角 中 。 在 同 源 域 
(homeodomain) 中 有 基 育 的 另 一 种 相关 形式 存在 。 同 源 域 是 首次 在 与 果 蝇 发 育 有 关 的 基 
内 编码 的 儿 个 蛋品 质 中 定性 的 : :个 序列 。 这 种 结构 也 存在 于 哺乳 动物 转录 因子 中 。 


4. 螺旋 - 环 -螺旋 


两 亲 性 螺旋 ` 环 -螺旋 (helix-ioop-helix,HLH) 基 序 是 从 一 ' 些 发 育 调 节 物 及 真 核 DNA 
结合 重 白 中 发 现 的 。 每 种 两 亲 性 蝎 旋 一 侧 有 上 蚊 水 减 基 面 , 另 一 侧 有 带电 残 基 构 戒 的 亲 水 
面 。 相 连 的 环 长 度 有 多 种 ,为 12 一 28 个 氨基 酸 。 此 基 序 使 蛋白 质 形成 一 聚 体 , 与 DNA 
接触 的 基 序 附近 有 一 碱 性 区 。 


s. 亮 氨 酸 拉链 


亮 氮 酸 拉链 {leucine zipper) h PREF DARRAR, AEM PEN 6 个 氨基 酸 就 有 一 
TORUM FÉ, —3sR E RE GER TE SUM Dr iE I3 8 — & ibt FT JEARLIHICE IE RUE RR 
体 。 每 个 拉链 相 邻 部 位 是 展开 的 正 电荷 残 基 , 它 们 与 DNA 结合 。 

可 诱导 的 转录 因子 的 活性 可 受 一 种 或 几 种 方式 调控 。 下 面 简 介 这 些 调 控 方 式 。 

(1) 合 成 转录 因子 这 类 因子 是 组 织 特 异性 因子 , 它 仅 在 特定 细胞 中 合成 。 这 是 上 典 
型 的 调节 发 育 的 因子 ,如 同 源 域 蛋 白 。 

《2) 修 饰 一 种 因子 的 活性 可 通过 修饰 直接 控制 。 如 HSTF Ze BENE (o EE EYE 
形式 。AP1( 亚 基 Jun 和 亚 基 Fos FIER S 38 RZ Jun 亚 基 础 酸化 转变 成 活性 形式 。 

(3) 结 合 配 基 一 种 因子 的 活性 可 通过 结合 配 基 而 进行 淮 活 或 抑制 。 2 [8] X S (c 
是 这 种 控制 的 一 个 例子 。 配 基 结合 可 能 影响 熏 白 质 的 定位 (引起 从 细 胸 桨 到 细胞 核 的 转 
运 ), 也 改变 其 结合 DNA 的 能 力 。 

(4) 切 割 释 放出 转录 因子 当 -个 蛋白 质 与 核 膜 或 内 质 网 结合 时 ,产生 -种 转录 因 
子 。 辕 醇 如 胆 阅 醉 缺乏 引起 蛋白 质 的 胞 浆 区 被 切割 ,然后 转运 到 细胞 核 中 ,形成 转录 因子 
的 活性 形式 。 

(5) 抑 制剂 释放 一 种 因子 的 有 效 性 可 能 变化 ,如 因子 NF-xB( 在 马 细胞 中 它 能 激 
活 免疫 球 蛋白 上 基因 ) 存 在 于 很 多 类 型 的 细胞 中 ， 但 是 它 被 抑制 剂 I-xB 限制 在 细胞 质 
内 。 在 训 淋 多 细胞 中 ,NF-xB 从 LB 中 释放 出 来 移 到 细胞 核 内 激活 转录 。 

(6) 与 不 同伴 侣 形成 二 聚 体 - ' 个 二 聚 体 因 子 可 能 有 两 个 伴 介 分 子 。 无 活性 的 伴 
但 可 能 旨 起 它 失 活 ,活性 伴 但 分 子 的 合成 可 取代 无 活性 的 伴 但 分 子 , 使 它 激活 。 这 种 情况 
可 见于 HLH rb, 
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下 面 将 更 详细 地 讨论 这 些 蛋 白质 中 的 一 些 与 DNA 的 结合 及 激活 作用 。 通 常 转 荣 因 
F5 DNA DUBIE) AC ALI BESESK ERG HER DE -螺旋 的 - -个 短 区 域 与 DNA 结合 。 


四 、 锌 指 基 序 一 一 一 种 DNA 结合 结构 域 


锌 指 结构 是 由 图 8- 2 所 示 的 结构 而 得 名 。 锌 指 结构 中 ,保守 氨基 酸 的 小 基 团 与 锌 高 


于 结合 形成 看 白质 中 相对 独立 的 结构 域 。 — eee ec, 2" 
两 类 DNA 结合 蛋白 质 _ Ie AS "je" . f e C 
重 白 和 类固醇 受 体 有 这 种 结构 。 册 型 的 @ e e: t$. 
“ 锌 指 蛋白 "如 图 8 - 2 描述 的 一 样 ,有 一 T2 MT eq Pe 
系列 锌 指 结构 。 一 个 锌 指 结构 的 保守 序 € e v. 9 € 
5». 9, Sdh’ 941,9 

. e" o  *5 a. 9 

Cys-X5- Cys-X4-Phe-X;- Leu-X;-His- 099 "o0 e. 


X5-His 
a 图 8-2 转录 因子 SPL 中 的 锌 指 结 构 

其 基 序 根据 饼 结 合 位 点 凸 出 的 氮 基 op 有 三 个 鱼 指 结构 ,每 一 个 都 以 于 及 所 隔 及 组 
酸 环 命名 ,如 Cys,/His, 锌 指 。 锌 位 于 保 BUDRAER EPA A 
SFAI Cys 和 His 残 基 形 成 的 四 面体 结构 
中 。 锌 指 本 身 会 约 23 个 氨基 酸 , 锌 指 间 通常 有 7-8 个 氨基 酸 。 

THER: DNA 结合 罩 白 的 -- 个 通用 基 序 。 锋 指 结构 通常 串联 重复 排列 在 一 起 ,通常 

都 有 多 个 锌 指 存在 。 锌 指数 多 少 不 等 ,有 的 有 9 个 ,几乎 占 满 全 部 和 蛋白质 {如 TEHA 
中 ), 有 的 只 有 2 个 , 仅 占 一 个 小 结构 域 (如 果 蝇 的 调节 物 ADR). BARRAT SP1 有 
一 个 DNA 结合 域 , 舍 3 个 锌 指 。 
图 8-3 拷 述 了 结合 含 三 个 锌 指 结构 蛋白 质 
的 DNA 的 晶体 结构 。 每 个 锌 指 的 C 端 部 分 形 
R a MEE. DNA 结合 。N 端 形成 R- 折 县 。 
B- 折 匈 和 和 锐 离 子 在 图 中 未 显示 出 来 , 它 应 位 于 
M 该 图 的 下 方 。3 个 a- 螺旋 伸展 进入 大 沟 的 一 个 
NA o-i 转折 处 。 每 个 = -螺旋 ( 即 每 个 锌 指 ) 与 DNA 形 
成 两 个 序列 特异 性 的 接触 (图 中 箭头 所 指 处 )。 
每 个 锌 指 C fI B AER SP PE SCAEI E Bb P PER 
SU SESEES EIRA. 

已 知 的 锌 指 结 构 主 要 发 现 于 促进 RNA R 
AI ILI RNA RAN LLL 转录 的 转录 因子 中 。 
当 一 个 蛋白 质 有 多 锌 指 结构 ,至 少 具有 了 为 进 
一 步 研 究 确 认 其 可 能 具有 转录 因子 作用 的 初步 
证 据 。 这 样 的 研究 发 更 了 黑 脂 果 晶 的 胚胎 发 育 
图 8-3 锌 措 结构 蛋白 质 与 DNA ZG M Bo fcfe] 有 关 的 几 个 基因 座 表达 产物 是 转录 调节 物 。 但 

和 锌 指 结构 可 形成 播 入 DNA XUB BECK P085 a-i 是 这 种 根据 存在 镍 指 结 攀 进 行 的 推断 应 该 慎 
能 , 另 一 便 与 B- 折 硬 相 连 。 重 ,特别 是 当 看 白质 含有 仅 一 个 锌 指 结 构 时 更 
0277 


庶 慎 重 。 锌 指 结构 也 可 能 是 结合 RNA 而 不 是 DNA, 也 可 能 与 核酸 结合 活性 无 关 。 

Aup pHK EG- TFIIA 与 5 S rRNA 基因 及 其 产物 5 SRNA 都 结合 ,翻译 起 
WHN f seIF28 上 有 个 锌 指 结构 ,其 锌 指 结构 帘 恋 影响 对 起 始 密 码 子 的 识别 。 道 转 法 病 
ERRERA — SAETTA EI, nTRES 55 np RNA 的 结合 。 

KURERE- ERREGEA - 类 锌 指 。 其 结构 是 以 下 列 锌 指 结合 共有 序列 为 


Cys-Xo-Cys-X44-Cys-Xa-Cys 


此 锌 指 结构 被 称 为 Cy /Cys; FE, AKEEF Cys /Hiss 锌 指 。 与 含 串 联 重 复 Cy 
His X PERF] EIU Ie], Cysz /Cyss 锌 指 的 蛋白 质 中 的 锌 措 常常 不 是 重复 的 。 其 
DNA 结合 位 点 较 短 , 且 呈 回 广 结构。 调节 蛋白 突变 分 析 表 明 它们 结合 DNA 的 位 点 和 包括 
TS, 

糖 皮质 激素 受 体 和 雌 二 醇 受 体 都 有 了 两 个 锌 
指 结构 ,每 个 在 半 肪 氨 酸 四 面体 中 央 都 有 一 个 
锌 原子 。 两 个 锌 指 结构 形 成 RE, EAE 
成 一 个 大 球形 结构 域 。w -螺旋 的 芳香 侧 链 与 连 
ERARE p- A EERME e. BE 
726 的 N 末端 侧 与 DNA BKH fih 

两 个 糖 皮 质 激素 受 体 借 与 DNA 的 结合 形 
成 二 球体 ,每 个 都 占据 大 淘 一 个 连续 转折 。 这 
与 效应 元 件 的 下文 结 构 的 性 质 相 易 合 。 

每 个 锌 指控 制 受 体 的 一 个 重要 性 质 。 图 8 - 
4 说 明了 与 此 相关 的 氨基 酸 。 第 一 个 锌 指 的 右 
WEH DNA 的 结合 ,第 一 个 锌 指 的 左 全 控制 形 
成 二 到 体 的 能 力 。 第 一 个 锌 指 结合 DNA 的 直 
接 证 据 已 从“ 特异 性 交换 (specificity swap)” 实 验 


yS Cys 


O X Oy wssn eG 得 到 。 将 肉 激 素 受 体 的 锌 指 缺失 并 用 类 固 醇 受 


0 4 se rend PEIRE, ArI TE ECRIRE B8 d SE PI 
"NUR HUE — —GRE, MAIN 3 ME S 3€ B 4m HE 9) ERE, 说 
特异 性 明 此 锌 指 决 定 DNA 识别 的 特异 性 。 糖 皮质 激 
A 两 种 党 体 由 相同 的 序列 素 受 体 与 肉 激 素 爱 体 的 主要 差异 位 于 锌 指 区 ， 
Q9 同 种 尝 体 中 不 同 的 序列 图 8-4 中 所 示 的 两 个 氨基 酸 的 改变 就 会 改变 两 
图 8-4 类 间 障 受 体 两 个 锌 指 的 功能 者 的 结合 DNA 上 调控 元 件 的 特异 性 。 
ERSGENOECERORTHAGE .个 锌 指控 制 CNA 结 
RARE E pedes Em REG — 五、 类 固 醉 受 体 的 几 个 独立 结构 域 
PE. TAE 5 A R L EAEN E E ERE 
5 MRE GRE 和 ERE 对 应 ,它们 第 - .个 锌 指 类 辕 醇 激素 在 各 种 神经 内 分 说 活动 控制 下 
上 握 基 酸 的 共 异 。 合成 ,在 动物 的 生长 .组 织 发 育 和 身体 稳 态 等 
面 发 挥 重要 人 作用。 类固醇 及 有 相关 活性 的 激素 


Ar 


列 于 图 8-5, 
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图 8-5 几 种 能 激活 转录 因子 的 牙 水 小 分 子 
肾上腺 皮质 激素 和 性 油 察 由 胆 周 醉 合成 ,维生素 上 ;是 类 轿 醇 ,甲状 腺 激 罕 由 酷 氨 酚 合 
成 , 视 黄 酸 由 异 成 二 燃 ( 在 鱼 肝 中 ) 合 成 。 


HERBAS 30 多 种 类 固 醇 ,其 中 最 主要 的 两 组 是 糖 皮 质 激素 和 盐 皮质 诉 素 。 类 固 醇 
EEIE EMREN E (androgen) MEM R (estrogen). AERA IREM% 
固 醇 一 ~ 维生素 D。 另 一 种 激素 结构 和 生理 功能 与 类 固 醇 激素 不 相同 ,但 是 在 分 子 水 平 
上 ,以 相似 的 方式 发 挥 作 用 ,它们 是 甲状 腺 素 。 甲 状 腺 素 酷 氨 酸 的 硫化 物 ,控制 着 大 鼠 等 
动物 的 基础 代谢 。 类 固 醇和 甲状 腺 素 在 一 些 动物 变态 中 有 重要 作用 。 如 锐 皮 类 固 醇 激素 
和 甲状 腺 素 分 别 在 昆虫 和 赃 类 的 变态 中 发 挥 作 用 。 

视 黄 酸 { 维 生 案 A) 是 一 种 器 官 发 生 素 ,负责 小 鸡 肢 芽 体 发 育 中 的 前 后 轴 的 发 育 。 维 
ER A 的 代谢 物 9- 顺 视 黄 酸 主要 存在 于 贮存 和 代谢 维生素 A 的 组 织 中 。 

我 们 可 以 把 调节 身体 发 育 和 功能 的 各 种 作用 称 为 基因 表达 调节 途径 。 这 些 化 合 物 有 
着 相同 的 作用 模式 : 即 都 是 与 特异 受 体 结合 的 小 分 子 , 它 与 受 体 的 结合 激活 基因 转录 。 此 
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处 用 “ 受 体 "这 个 词 似乎 用 词 不 当 。 作 为 类 固 醇和 中 状 腺 素 受 体 的 这 些 强 和 白质 与 作为 B- 
半 乳 糖苷 " 爱 体 "的 乳糖 操纵 子 限 抑 物 含义 相同 。 它 不 是 售 义 为 暴 圳 于 细胞 去 面 的 膜 结 合 
蛋白 的 "标准 " 受 体 。 
如 图 8-6 所 示 , 我 们 对 粮 皮 质 激素 与 其 受 体 的 相互 作用 有 了 相当 程度 的 了 解 。 类 固 
醇 激 素 能 经 简单 扩散 穿 过 细胞 膜 进 入 细胞 核 ,在 细胞 内 与 其 受 体 结 台 。 游 离 受 体 的 细胞 
内 定位 众 木 完全 清楚 ,可 能 在 细胞 核 和 细胞 北 内 维持 平衡 。 但 是 当 激 素 与 受 体 结合 时 , 受 
体 蛋 白质 倒转 变 成 活性 形 汪 ,对 非特 异 DNA 结合 的 亲和力 也 提高 10 倍 ,因此 激素 - 受 体 
复合 物 总 是 位 于 细胞 核 内 。 
ef" oun 激活 的 受 体 识别 其 特异 共有 序列 ,该 共有 


FAMER EMRA EIE GRE). GRE 总 
—Ó—— 是 位 于 应 答 糖 皮质 激素 的 基因 附近 的 增强 子 


Py. GRE 可 能 位 于 启动 子 上 游 数 千 碱 基 对 处 ， 

也 可 能 位 于 启动 子 F 游 几 和 十 碱 基 对 处 。 当 类 国 

醇 受 体 复合 物 与 增强 子 结合 时 ,激活 附近 的 启 

动 子 ,使 月 动 子 开始 转录 。 类 辣 醇 激素 调 站 - 
系列 靶 基 因 都 是 通过 激活 增强 子 实现 的 ， 

ES Sos T & FIXE BI BE QCSE FE HA BR RUUL AE RICE R 

ORE PANT — giu 一 新 的 基因 转录 调节 物 “ 超 家 族 {superfamily)”。 

. A 它们 部 属 配 体 应 答 性 的 转录 因子。 所 有 的 受 体 

CNN M 都 有 独立 的 DNA 结合 和 激素 结合 结构 域 。 各 

种 爱 体 上 这些 结构 域 的 和 相对 定位 相间 

mRNA aaee 各 种 类 固 醇 受 体 DNA 结合 域 的 中 心 结构 

Ms-6 糖 皮质 激素 对 转录 的 调节 很 相近 , 旦 与 其 他 两 类 受 体 (甲状 腺 素 和 视 黄 酸 

糖 皮 项 激素 进 人 细 网 内 ,与 受 体 结合 、 激 吉 - 受 体 的 受 体 ) 相 似 。 一 些 配 体 有 多 个 受 体 ,这 些 受 体 

ERWIEANRIEL IHETARG MARRS MR DNA 结合 域 很 接近 。 如 3 种 祝 黄 酸 受 体 

POSER. (RARe, B. yl 0 WERE RERO 3 种 受 休 (RXRa、 

B.YIRIT DNA 结合 域 就 特别 接近 。 这 些 结构 域 上 上 序列 的 相 同 点 反 眶 出 其 结合 的 DNA 

的 共 间 点 ,其 差异 则 使 他 们 能 结合 各 自 的 先 序 列 。DNA 的 结合 作用 与 其 激活 转录 的 通力 

有 很 密切 的 关系 。 对 DNA 结合 域 的 突变 会 影响 受 体 的 结合 活性 及 激活 活性 。 

ARRA EIN 末端 区 同 源 性 最 低 。 该 区 售 转 录 所 需 的 男 一 些 区 域 。 

受 体 的 C 未 端 区 与 激素 结合 ,类 固 醇 受 体 家 族 各 受 体 的 此 区 域 与 糖 皮质 激素 的 同 浙 
性 为 30% ~S7% 。 类 固 醇 受 栖 的 此 区 与 甲状 腺 素 、 维 生 素 1 和 视 黄 酸 等 的 受 体 间 源 性 
小 ,表现 出 激素 的 特异 性 。 

由 于 不 同 激素 受 体 C 末端 区 不 同 ， 从 而 决定 了 不 同 激素 有 不 同 的 活性 。 如 果 将 糖 
皮质 激素 受 体 C RER, TR BEDA] SE E] ER FU EB ERR RE f, 即 不 再 需要 类 固 醇 激 索 就 
有 活性 。 这 表明 ， 类 固 醇 激素 的 缺乏 其 受 体 的 类 固 醇 结合 域 阻止 受 体 识别 GRE, M 
而 起 内 在 负 调 控 物 的 作用 ， 加 入 类 固 醇 能 消除 其 抑制 作用 ， 使 受 体 能 与 GRE 结合 , 激 
ES 

而 峻 激素 受 体 的 结构 域 间 的 关系 与 此 下 同 。 如 果 缺 失 峻 激素 受 体 的 激素 结合 域 , 尽 
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管 仍 能 与 ERE 结合 ,但 受 体 蛋白 质 不 能 激活 转录 。 因 此 上 肉 激 素 受 体 的 激素 结合 区 具有 激 
活活 性 ,而 不 是 胃 拖 活性 。 

每 种 受 体 识别 的 效应 元 件 很 保守 。 这 些 效 应 元 件 有 很 明显 的 特点 ;每 个 共有 序列 都 
会 两 个 短 的 重复 序列 ,每 个 重复 序列 也 可 称 为 半 位 点 。 这 表明 受 体 有 多 个 亚 基 ,每 个 半 位 
点 与 一 个 亚 基 接 触 。 

各 种 受 体 的 效应 元 件 也 可 能 是 及 向 或 正 向 重复 序列 。 每 个 重复 序列 中 , 半 位 点 被 0 
~4 bp 分隔 ,分 障 的 这 些 碱 基 序 列 则 没有 特别 的 要 求 。 各 种 受 体 所 用 的 半 位 点 公有 两 种 
类 型 。 其 方向 和 僻 隔 决定 了 是 哪 种 受 体 的 识别 元 件 。 这 使 得 各 种 受 体 特异 识别 询 效 应 元 
件 是 限制 性 的 共有 序列 。 这 种 规则 决定 了 识别 不 是 绝对 的 ,而 是 可 以 在 上 下 文中 进行 调 
整 , 世 有 上 色 向 重复 的 效应 元 件 可 被 多 个 受 体 识别 的 情况 。 

受 体 可 分 为 两 类 . 

第 -- 类 是 糖 皮 质 项 素 受 体 {GR) 、 盐 皮质 激素 受 体 (MR) ECKE SE AR) 和 了 孕 酮 受 
体 (PR), 它 们 者 是 相同 亚 基 组 成 的 二 聚 体 , 所 识别 的 元 件 的 半 位 点 有 共有 序列 
TELTCT。 半 位 点 反 向 重复 排列 着 ,位 点 间 的 间 申 决定 着 其 识别 元 件 的 类 型 HENCE 
体 (ER) 也 以 同样 的 方式 发 挥 作 用 ,但 是 其 半 位 点 序列 是 TGACCT。 

第 一 类 是 甲状 腺 素 受 体 (T3R) ,维生素 D 受 体 (VDR) 、 视 黄 酸 受 体 (RAR) 及 9- 顺 - 
HRE RXR) RÆ FER RXR PER EARE SIE ER pt — Be E, RIR TE pH 
的 半 位 点 序列 是 TGACCT。 半 位 点 直接 重复 排列 ,识别 特异 性 由 半 位 点 闻 的 间隔 序列 长 
短 决定 。 间 隔 序 列 长 度 与 对 应 的 受 体 关 系 是 ;1 bp 对 应 RXR,2 bp 对 应 VDR,3 bp 对 应 
T3R,4 bp 对 应 RAR。 

到 此 ,我 们 可 以 理解 识别 特异 性 的 基础 。 我 们 再 回头 看 看 图 8 - 4, 由 第 一 指 的 氨基 
酸 序 列 推测 其 怎样 识别 半 位 点 序列 。 二 柴 体 形成 的 特异 性 由 第 二 指 的 氨基 酸 序 列 记 定 。 
二 聚 体 一 形成 就 确定 了 亚 基 间 的 距离 , 亚 基 位 于 大 沟 的 连续 的 转折 内 ,因此 控制 着 对 半 信 
点 间隔 的 应 答 。 

由 相同 亚 基 (GR 或 ER) 或 不 同 亚 基 (VDR、T3R 或 RAR) 构 成 的 二 育 体 的 结构 当然 
有 差异 。 由 相同 疆 基 构成 的 二 请 体形 成 “ 头 对 头 " 的 对 称 结构 ,识别 DNA 的 反 向 重复 序 
列 。 由 不 同 亚 基 构 成 的 二 束 体 形成 头 对 尾 "的 不 对 称 结构 ,其 中 一 个 亚 基 聚 合 时 的 界面 
决定 了 识别 的 DNA 重复 序列 的 间隔 。 

所 有 的 超 家 族 的 受 体 都 是 配 体 依 丈 性 的 转录 激活 物 。 RT , A HEU BERE UAE e. TR 
和 RAR 与 RXR ERR MRE, 在 配 体 存 在 时 结合 一 些 基因 座 , 借 其 与 辅 阻 抑 物 蛋 
白 相 互 作用 的 能 力 阻 抑 转录 。 


A. 结合 相关 靶 DNA 的 同 源 域 


同 源 框 (homeobox) 是 一 种 编码 由 60 个 氨基 酸 组 成 的 结构 域 的 序列 , 它 存在 二 许多 
或 几乎 所 有 的 真 核 生物 的 DNA 结合 蛋白 中 。 由 于 最 早 在 果 蜗 的 同 源 框 基因 座 ( 其 基因 
决定 身体 结构 的 特点 ) 中 发 现 而 得 名 。 它 存 在 于 果 刚 的 很 多 调节 早期 发 育 的 基因 中 ,在 各 
种 更 高 等 的 真 核 生 物 中 的 基因 中 也 发 现 了 类 似 的 基 序 ， 间 源 秦 与 发 育 调控 有 关 。 在 一 些 
类 型 的 动物 转录 因子 中 也 发 现 了 与 同 源 框 类 似 的 序列 ,但 是 到 哺乳 动物 转录 因子 ,此 序列 
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与 果 蝇 的 同 源 棋 有 了 很 大 差异 。 兴 蝇 的 同 源 柜 基 关中 ,其 编码 的 蛋白 质 的 朵 源 (只 型 ) 域 
MERAC 末端 。 各 种 同 源 框 基因 除了 同 源 框 本 身 外 ,其 余部 分 保守 性 很 低 - 辐 源 框 共 
HTHU. RHP -大 组 含 同 源 框 的 基因 的 同 源 框 有 较 好 的 保守 性 , 同 源 性 达 80% 
900%。 其 他 基因 有 同 源 性 较 差 的 同 源 框 。 在 动物 的 转录 因 于 中 , 同 源 ( 异 型 ) 域 有 时 与 
其 他 基 序 结合 。 这 种 情况 见于 Occ 蛋白 ( 八 核 音 酸 结 合 蛋白 ) 中 ,该 重 白 中 存在 --- 含 75 个 
氨基 酸 残 其 的 Pou 区 与 同 源 (异型 ) 域 相 邻 、 

同 源 (异型 ) 域 负责 与 DNA 结合 。 同 源 ( 异 型 ) 域 的 C 端 区 与 原核 生物 限 抑 蛋白 的 螺 
旋 -转折 -螺旋 基 序 同 源 。X 噬菌体 阴 抑 蛋白 有 一 个 “识别 螺旋 "(a -螺旋 - 3) 与 DNA II 
接触 ,而 另 个 螺旋 (a -螺旋 - 2) 位 于 单 过 DNA 的 角 。 同 源 (异型 ) 域 可 能 有 三 个 螺 旅 区 ， 
-种 蛋白 的 这 些 区 域 见 图 8 - 7。 其 中 保守 性 最 好 的 位 于 第 三 个 螺旋 中 。 这 些 结构 与 原 
核 生 物 阻 抑 蛋 白 结 构 的 差异 在 于 识别 DNA 的 螺旋 长 度 不 同 。 如 螺旋 3, 在 同 源 (异型 ) 城 
中 为 17 个 轰 基 酸 残 基 , 而 在 和 鸣 菌 体 的 阻 拖 蛋 白 中 为 9 个 氨基 酸 残 基 。 


10 Wi 20 
En — GluLys Arg Pro Arg Thr Arg] Ehe Ser|Ser Glu Gln Leu Ala Arg Leu Lys Arg Glu Phe Asn Gli 
Ang ArglLys Arg Gly Arg Gln Thi Tvr ThiAre Tyr Gli Thr Leu Glu Lys Glu Phe HIs Phe 
Ce / 


En 
Anp 
(k2 


En 
Antp 
Ge Glufi-vs Glu Val Ie Arg Val Trp Phe Cys Asn Arg Arg Gin Lys Glu Lys Arg] Ile Asn 


EiR-7T — FEE Se EE 
Anp Ek RESH Ak f 18. Cantennapedia cs ^ ra P d HOHER ITUR S PA OUREA E I LER 是 
RAR engrailed, RAD — RERO A [5] BR Cord Mic hb IT O 是 哺乳 动物 因子 Occ RA -组 远 红 相关 的 转录 因子 。 图 
中 列 出 的 周 小 ( 红 型) 域 的 60 个 所 基 酸 ,编导 为 1 一 60。 开 始 于 忆 喘 蔷 , 二 个 螺旋 区 务 别 为 10 、 22,28--38 f 42— 58. 


t. SRRE-MSCAR Ne £g 


DNA 结合 蛋白 的 两 个 共同 特点 是 存在 与 DNA 结合 的 螺旋 区 及 能 形成 一 桶 体 。 在 -. 
类 螺旋 - 环 -螺旋 的 蛋白 中 两 个 特点 都 有 ,这 些 蛋 白质 有 一 共同 类 型 的 基 序 ,此 基 序 长 40 
一 50 个 氨基 酸 残 基 , 其 中 合 两 个 既 亲 水 又 订 脂 的 a -螺旋 ,a -螺旋 被 不 同 长 度 的 连接 区 
(RH. 此 类 蛋白 质 借 两 个 螺旋 对 应 面 上 琉 水 基 团 相互 作用 形成 同样 亚 基 或 不 同 亚 基 
构成 的 二 聚 体 。 螺 旋 区 长 15—16 个 氨基 酸 残 基 , 每 个 都 有 几 个 共有 的 氨基 酸 残 基 。 图 8 
~8 对 两 个 例子 进行 了 比较 。 这 些 亲 水 亲 脂 螺旋 的 残 基 形成 二 聚 体 的 能 力 与 HLH 蛋白 质 
相同 。 环 也 许 对 自由 的 两 个 螺旋 区 相互 作用 很 重要 。 

大 多 数 HLH 蛋白 有 一 与 HLH 基 序 相 邻 的 强 碱 性 的 区 域 , 它 是 与 DNA 结合 必需 的 。 
此 区 的 16 个 氨基 酸 中 有 约 6 个 共有 氨基 酸 残 基 。 含 有 此 区 的 HLH 称 为 bHLH 和 蛋白。 
电 同 样 亚 基 组 成 的 二 全 体 及 由 不 同 亚 基 组 成 的 二 嘻 休 的 每 个 亚 基 都 有 与 DNA 结合 的 碱 
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MEE. HLH 区 可 能 有 使 各 亚 基 的 黄 个 残 性 区 正确 定向 的 作用 。 但 仍 不 清楚 HLH RAE 


样 激活 转录 。 
MyoD Ala Asp Arg Arg Lys Ala Ala Thr Met Arg Gin Arg Arg Arg RHEE 6 个 其 有 所 x 酸 存 在 
ld Arg Leu Pro. Ala Leu Leu Asp Gln Glu Glu Val Asn Val Leu T MyoD di TER TE RET Td, Ho 


MyoD Leu Scr Lys Yal Asn Gln Ala Phe Gin Thr Leu Lys Arg Cys Thr "T 
Id Leu Tyr Asp Met Asn Gly Cys Tyr Ser Arg Leu Lys Gln Lea Val joe pe ge po dg rp T MyoD 和 Id 
MyoD Lys Val Gln lie Leu Arg Asn Ala He Arg Tyr Ile Gin Gly Leu Glu am 2 
Id Lys Val Gin Ie Leu Glu His Val Ile Asp Tyr lle Arg Asp Leu Giu 
图 8-8 MyoD M Id 6 HLH $t 
FXJZR BU SCAEBIE HL ANO CAFE URL, MA HLH 蛋白 都 有 由 10 一 24 4 LEER AE HU RELIER IE E 
旋 1 MEE., 碱 性 HLH OECDEGGUERUE 1 含 保守 的 正 电 荷 区 。 


局 bHLH 类 的 蛋白 有 E12 和 E47  MyoD MÆRE (myogenin) Myf - 5 转录 因子 、 
Myc 蛋白 及 黑 腹 果 蝇 的 神经 系统 发 育 特异 的 基因 的 产物 。FE12 和 E47 ES RERE 
基因 的 增强 子 的 一 个 元 件 结合 。MyoD. 肌 生成 素 和 Myf - 5 转录 因子 参与 肌 内 形成 。 
Myc 蛋白 是 瘤 基因 的 产物 ,参与 生长 调控 。 

bHLH 蛋白 可 分 为 两 类 。A 类 蛋白 坚 广 活性 表达 ,其 中 有 哺 乳 动 物 的 上 12 和 E47 , fà 
的 da, B JE SEIS SH ATUSESIHPERREGIA , opor EL 1090 MyoD 和 网 的 AC - S. 组 织 特 异性 
的 bHLH EAH 12 fERS HLH 蛋白 形成 异 源 体 能 最 有 效 地 发 挥 转 起 测控 作用 。 我 们 
不 知道 是 否 这 是 唯 -~ 的 活性 形式 ,是 否 广泛 性 的 bHLH 蛋白 有 时 也 参与 调控 转录 。Myc 
蛋白 是 号 一 类 bHLH REEL ,其 形成 异 源 体 的 分 子 伴 个 及 作用 的 对 象 都 不 同 。 

bHLH KAFRA RRA DNA 的 能 力 不 同 。 例 如 ,E47 纯 合 二 聚 体 .El12 - E47 
TR REH MyoD 异 源 二 聚 体 都 很 易 形 成 , 旦 都 有 较 高 DNA 结合 活性 。E12 Bb — 
体 也 易 形成 ,但 DNA 结合 活性 很 弱 。 因 此 , RERE RA DNA 结合 可 能 都 是 重要 的 
调节 点 。 在 此 结合 点 上 ,有 可 能 对 HLH 蝇 马 的 各 成 员 形成 各 种 配对 结合 进行 分 类 ,但 是 
从 序列 上 不 能 推算 二 聚 体形 成 和 DNA 结合 的 程度 。 FAK ERES DNA $96 RI 
FHEIJURIEPI ERREUR T REDAS RAKARE OR AE 目标 序列 是 否 明 
显 不 同 。 

DNA 结 台 的 差异 是 由 该 区 内 或 紧 连 着 的 HLH 基 序 的 性 质 决 定 的 。 例 如 ,El12 与 
E47 由 碱 性 区 形成 个 抑制 区 上 不 同 ,该 抑制 区 阻止 DNA. 与 纯 合 二 聚 体 结合 。 一 些 
HLH i ERE Gk Z SEMEIX , 旦 /或 含 哺 氨 酸 残 基 , 而 畏 氨 酸 残 基 似乎 能 破坏 其 功能 。 蛋白 
Jf id Ma ia 8 -8 中 进行 了 说 明 。 这 类 蛋白 质 有 做 bHLH A EI FUÉ CLR SIR BE 
N ,但 是 二 聚 怪 只 娶 含 该 类 嘲 白 的 一 个 亚 基 就 不 能 与 DNA 特异 结合 。 这 是 DNA 结合 蛋 
BERAD DNA 结合 医 序 的 重要 性 的 强 有 力 的 证 明 ， 

从 两 组 HLH RES (da-AC-S/emc 组 和 MyoD/TD 型 的 性 质 可 以 表明 区 分 非 碱 任 HLH 
和 bHLH 看 白 的 重要 性。 它们 在 形成 调 榨 网 中 的 作用 见 示意 图 8- 9。 

黑 腹 果 蝇 的 eme (ertramacrochaetae ,外 长 毫 ) 基 因 是 建立 成 年 感觉 器 窜 正 常 的 空间 
型 所 必需 的 。 它 的 功能 是 抑制 几 个 基因 的 功能 , 受 抑 制 的 基因 有 a ( daughterless ) 和 
achaete-acute 复合 体 (ACS), 如 果 这 些 基因 不 被 抑制 , 则 其 他 的 细胞 将 得 到 表达 。 AC-S 
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Hi8-9 两 类 HIH WE EIER 
左 图 示意 二 个 bHLH 2589 Vy BOE iE 6 (E BB 55 DNA 结合, 厂 图 示意 只 要 
有 一 个 是 非 bHLH ŽA ERER RAE S DNA 结合 。 


各 da 是 bHLH 类 基因 。 抑 制 基因 emc 编码 缺乏 厂 性 区 的 HLH 蛋白 ,而 dad AC-S RH 
形成 二 豪 体 则 能 激活 适宜 的 日 的 基因 转录 ,但 是 eme 蛋白 参与 形成 的 异 源 二 聚 体 不 能 与 
DNA 结合 ,不 具有 激活 转录 的 作用 。 因 此 ,在 基 些 特定 的 细胞 内 ,产生 eme 蛋白 以 抑制 
AC-S/da 的 功能 是 必要 的 。 

一 种 需要 和 包括 MyoD 等 儿 种 bHLH 蛋白 的 转录 程序 变化 能 引发 肌肉 细胞 的 形成 , 
MyoD 只 在 生 肌 细胞 (myogenic cell) 中 产生 。 确 实 ,MyoD 在 一 些 其 他 细胞 中 过 度 表达 能 
话 导 这 些 细胞 开始 生 肌 程序 。 肌 肉 分 化 的 引发 物 也 许 是 MyoD E12 或 MyoD-E47 组 成 的 
ARRE, TE MyoD 组 成 的 纯 合 二 聚 体 。 在 肌 生成 开始 前 , 非 碱 性 HLH 型 蛋白 ,Id 
蛋白 能 与 MyoD 结合 ,并 与 (或 与 )E12 和 E47 结合 ,形成 不 能 与 DNA 结合 的 异 尖 二 聚 体 。 
Id 蛋白 结合 E12/E47 较 结 合 MyoD 紧 ,表明 Id 可 能 是 起 阻隔 广泛 存在 的 bHLH 分 子 的 
TERI. Id 的 过 度 表达 挤 制 肌 生 成 作用 。 

因此 ,HLH 蛋白 的 行为 说 明了 转录 调控 的 两 个 般 原理 。 即 少量 的 蛋白 质 形成 复合 
物 ; 有 可 能 特定 的 结合 对 DNA 结合 和 转录 润 节 有 不 同 的 功能 。 但 是 我 们 仍 不 能 完全 理解 组 
织 特异 性 的 及 广泛 存在 的 bHLH 的 功能 。 此 外 ,大量 相 同 的 通用 类 的 蛋白 感 通过 参与 形成 
复合 物 而 发 挥 阻 抑 物 的 作用 。 特 定 的 非 磁 性 HLH 类 阻 抑 蛋 白 的 存在 和 去 除 决 定 了 分 化 。 


八 、 亮 氨 酸 拉链 结构 
蛋 日 质 相互 作用 是 形成 转录 复合 物 的 基本 规则 ,转录 因子 中 的 结构 域 参与 蛋白 质 间 


的 相互 作用 。 亮 氨 柄 拉链 是 一 个 富 含 亮 氮 酸 残 基 的 结构 域 ,参与 形成 二 聚 体 。 二 雍 体 形 
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成 本 壬 作为 蛋白 质 识别 特异 DNA 序列 的 一 般 规 由 出 现 ,在 亮 氨 酸 拉链 结构 中 ,这 与 DNA. 
结合 的 关系 更 是 清楚 ,因为 我 们 能 看 见 DNA 怎样 与 二 聚 体 中 的 每 个 亚 基 进行 结合 。 图 
8- 10 说 明了 二 售 体 中 各 亚 基 中 的 亮 氮 酸 拉链 与 DNA 的 这 种 结合 作用 。 

棒 亲 性 的 a -螺旋 具有 这 样 的 结构 : 朴 水 基 厂 下 亚 杰 而 有 
团 ( 包 括 亮 氨 酸 ) 面 向 一 侧 , 而 带电 荷 的 基 团 面 
向 另 一 侧 。 亮 所 本 拉链 形成 两 亲 螺 旋 ,其 中 ，- 
个 蛋白 质 拉链 的 亮 氨 酸 能 突出 于 -螺旋 ,并 与 
另 一 个 平行 的 蛋白 质 拉链 上 的 亮 氨 酸 交错 对 [ 届 
插 , 盘 绕 成 卷 。 两 个 右手 螺旋 互相 缠绕 ,每 轿 含 
3.5 个 人 氨基酸 残 基 , 因 此 ,每 7 个 残 基 构 成 一 个 
完整 的 重复 单位 。 

在 每 个 拉链 蛋白 中 与 重复 的 亮 氮 酸 相 邻 的 
高 碱 性 区 ,该 区 可 能 含 一 个 DNA 结合 位 点 。 丙 
个 亮 氮 酸 拉 链 作 用 形成 一 个 Y 型 结构 ,其 中 , 拉 
链 构成 茎 ,两 个 碱 性 区 分 叉 对 称 形成 多, 与 DNA 图 8 io REIS SUE REX 
结合 。 这 种 结构 就 称 为 bZIP 基 序 。 它 解释 了 sossraceeirtisgck RUP GHERIRS REEN 
为 什么 这 种 蛋白 质 的 目标 序列 总 是 没有 间 申 的 BL SEAE HE IU DEAE DX He HI 4E DO ESEDC DO REGI 
反 向 重复 序列 。 

拉链 可 能 协助 形成 纯 合 或 异 源 二 聚 体 。 它 们 是 宛 长 的 基 序 。 亮 氨 酸 在 拉链 每 隔 6 个 
氨基 酸 残 基 出 现 一 次 。 在 C/EBP 上 有 4 个 重复 单位 ,在 Jun 和 Fe BFAS 个 重复 单 
fi, C/EBP 是 与 CAAT ER SV40 核心 增强 子 都 能 结合 形成 二 聚 体 的 因子 。 Jun 和 Fos 
因子 与 转录 因子 AP1 PERRE EK, 

APE 最 初 是 因 其 能 与 SV40 增强 子 中 的 DNA 序列 结合 而 鉴定 得 到 。AP1 的 活性 制 
品 包 插 儿 个 多 肽 。 一 个 主要 成 分 是 Jan, 即 基因 jun HH jun 是 模 据 其 与 请 肉瘤 
病毒 所 含 的 原 癌 基 因 v-jun 的 关系 而 确定 出 的 。 小 鼠 基 因 组 含 一 个 相关 基因 的 家 族 , 它 
们 是 c- jun (最早 分 离 到 的 ) 及 junB 和 junDD( 根 据 其 与 jun 序列 的 同 源 性 鉴定 出 的 )。 在 
三 种 Jun 重 白质 中 ,有 相当 多 的 序列 相似 ,他 们 有 能 形成 纯 合 二 聚 体 及 异 源 二 集体 的 亮 氨 
酸 拉链 。 

API 的 另 一 个 主要 成 分 是 原 瘤 基因 对 应 的 另 -… 个 基因 的 产物 。 这 个 基因 基 c-fos 基 
天, 他 是 小 鼠 肉 瘤 病毒 原 癌 基 内 v- fos 的 细胞 内 的 同 源 物 。 c-fos 的 表达 激活 含有 API 位 
点 的 启动 子 或 增强 子 的 基因 的 表 。c- fos 基因 的 表达 产物 是 一 个 核 理 蛋白 ,这 种 蛋白 是 -- 
类 蛋白 的 其 中 一 个 蛋白 ; 另 一 个 被 称 为 Fos 相关 抗原 (Fos-related antigens, FRA) ; 3x 4E 
白质 组 成 Fo 样 蛋 白 家 族 。 

Fos 重 白 也 有 一 个 亮 气 酸 拉链 。 但 是 Fos 不 能 形成 纯 全 二 来 体 ,而 只 能 与 Jun 形成 异 
源 二 形体。 为 了 反应 ,每 个 蛋白 质 都 需要 有 一 个 亮 握 酸 拉 链 。 形成 二 聚 体 的 能 力 是 这 些 
因子 与 DNA 相互 作用 的 关键 因素 。Fos 蛋白 本 身 不 能 与 DNA 结合 ,这 可 能 是 因为 它 不 
EERIE, HÆ Jun_Fos 异 源 二 聚 体能 与 Tun-Jun AE £& e ERREI HRE 
二 聚 体 结合 AP1 位 点 的 亲和力 是 Tun-Jun 738 cf 29 10 fü. 
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九 、 基因 激活 占 先 模型 的 动力 学 


IEAI RHEE T DNA 和 转录 因子 及 RNA 育 合 的 相互 作用 ,, 这 在 体外 实 
验 中 得 到 了 精确 描述 ,但 缺乏 体内 转录 的 证 实 ， 细 胞 内 基因 组 包 吉 在 核 小 体内 ;结果 启动 
于 区 在 核 小 恒 肉 ,转录 的 起 始 通常 会 被 抑制 。 此 时 ,组 盘 白 起 一 般 转 未 阻 抑 党 白 的 作用 ， 
尽管 我 们 在 下 谭 看 到 也 有 更 区 的 特异 性 作用 ，、 :个 基因 的 激活 需要 改变 染色 体 的 状态 ， 
即 转 或 因子 怎样 得 到 局 动 子 DNA 并 与 之 结合 。 

这 与 细菌 细胞 药 转录 凋 榨 相 益 较 大 ,在 细菌 细胞 中 ,主要 通过 阻 抑 蛋 白 或 激活 蛋白 发 
挥 调 节 作 用 。 -个 细菌 的 基因 转 民 能 根据 各 种 因子 的 荣 度 进行 预测 ,或 是 阻 抑 , 或 是 激 
Wi. 任何 时 间 ,这 些 因子 漆 度 的 改变 都 会 改变 表达 凋 控 状态 。 

这 种 简单 的 调控 关系 本能 用 于 真 核 生 物 的 染色 质 状 态 对 调控 的 影响 。 可 以 想象 ,大 
量 的 特异 性 转录 因 了 可 以 取代 车 启动 子 上 的 核 小 体 , 但 简单 的 平衡 模型 很 难 解释 在 整个 
细胞 阁 央 中 基因 的 稳定 表达 ,因为 在 细胞 周期 的 S 相 中 ,合成 了 大 量 组 最 自 。 

有 两 和 神 改 变 染 色 质 结构 的 模型 。 一 种 是 占 先 模型 。 该 模型 认为 ,为 了 占有 DNA, 
KATHARE P, BeAT DNA 上 的 位 点 ,部 不 能 被 另 一 方 蔡 
换 。 复 出 时 组 氨 酸 八 聚 体 脱离 为 转 半 因子 结 台 DNA, 握 供 了 机 会 ,这 些 转录 因子 的 结合 
一 二 持续 到 十 一 个 复制 周期 ,抑制 了 组 氨 酸 八 宫 体 的 重新 与 DNA 结合 。 

下 期 实验 所 得 结果 支持 此 模型 。 负 责 转录 5 S rRNA 基因 的 RNA 聚合 酶 HI [Era 
录 因 闻 FIIA, 如 果 5 S rRNA 基因 与 组 重 白 形成 复合 物 , 则 转录 因子 不 能 激活 此 基因 
然而 转 孙 因子 能 与 游离 DNA 形成 必要 的 复合 物 ,是 此 复合 物 形成 后 ,再 加 入 组 蛋白 不 能 
使 基因 失 活 。- 一 转 民 央 子 与 其 位 点 结合 ,就 使 得 RNA KA NM ER ER. BEER 
AE IS EC PER DNI FAR 4E HE ELI Ar CE P e i tn 

与 此 类 似 的 现象 在 RNA RAR II 启动 子 的 TFHD 复合 物 上 也 可 见 到 。 会 腺 病毒 启 
动 闻 的 质粒 能 首 体 外 被 RNA RAW H 转录 ,此 转录 反应 需要 TFIID 及 另 一 些 转录 因子 
和 参与。 加 人 组 彝 自 能 将 转录 模板 装配 到 核 小 体 上 如 果 组 蛋白 先 于 TFIID 加 入 , 则 转录 
不 能 起 始 。 们 如 果 先 加 入 TFHD, 则 在 形成 的 染色 质 中 ,模板 仍 能 转录 。 表 明 , TEID 能 
WIE AS DNA, 不 能 识别 核 小 体 上 的 DNA. RA TFIID 必须 在 组 蛋白 前 加 人 ,其 他 转录 
H FE RNA 举 合 酶 在 组 蛋白 后 加 人 也 有 活性 。 这 说 明 TFILID 与 启动 子 结 合 形 成 了 -个 
其 他 转录 装 蚂 成 分 能 结合 的 结构 。 

比 模型 的 - -DEER S EERE REAR, DNA 上 必须 存在 转录 因 下 。 如 果 
DNA 复制 时 没有 某 种 转录 因子 , 核 小 体形 成 ,不 能 转录 。 在 这 些 结合 DNA 的 占 先 机 制 的 
例子 中 ,转录 因子 不 能 与 已 形成 了 核 小 体 的 DNA 有 效 结 合 。 然而 在 解释 这 些 体外 实验 
得 到 的 结果 时 ,应 该 注意 到 所 用 的 各 种 成 分 的 基 的 比例 不 -. 定 合适 ,这 种 比例 可 能 会 护短 
应 有 的 平衡 ,产生 新 的 平衡 。 所 以 这 些 结果 的 重要 之 处 不 在 于 它 说 明 体 内 采用 怎样 的 天 
制 ,而 是 说 明了 转录 因子 一 旦 存在 ,就 会 使 启 动 子 区 的 核 小 体 不 能 形成 这 一 原理 。 

最 近 的 实验 结 洒 认为 组 蛋白 置换 需要 输 人 能 量 ， 大 量 的 蛋白 质 与 蛋白 质 及 蛋白 质 与 
DNA 接触 需要 组 型 白 从 染色 质 中 煞 解 释放 出 来 ,这 使 得 游离 组 蛋白 似乎 不 本 能 平衡 形成 
AE 然而 事实 上 没有 游离 的 组 蛋白 ,能 量 -一 定 米 自 这 些 连接 的 破坏 。 转录 因子 水 解 
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ATP HASA ARE (dynamic mode E FE 

E] Hsp70 局 动 子 上 的 核 小 体 在 体外 实现 了 重建 。 转 录 因 子 GAGA 与 局 动 子 中 4 
个 寅 信人 CT) 的 位 点 结合 破 霜 了 核 小 体 ,形成 一 高 敏感 区 ,一 旦 转 及 因子 从 随机 位 点 移 
到 特异 位 点 上 ,就 引起 邻近 的 核 小 体重 排 。 核 小 体 的 这 种 打开 过 程 是 需要 水 解 ATP 的 耗 
能 过 程 。 表 明 GAGA 在 结合 位 点 上 裂解 了 核 小 体 , 边 界 的 形成 引起 重新 排列 ,使 得 邻近 
的 核 小 体 变化 ,成 为 可 结合 转录 六 子 的 构 型 。GAGA 甚至 在 核 小 体 安装 后 加 人 也 能 发 挥 
作用 ,表明 它 能 改变 存在 着 的 核 小 体 结构 。 但 ATP 缺乏 ,其 功能 瑞 失 ,表明 其 发 挥 作用 的 
需 能 动力 学 机 制 。 


十 、 基 因 表 达 与 去 甲 基 化 的 关系 


DNA 的 甲 基 化 发 生 在 特定 位 点 上 。 在 细菌 中 , 它 与 鉴定 特定 菌株 有 关 。 也 可 区 分 复 
制 和 非 复制 DNA。 在 真 核 生物 中 ,其 主要 功能 是 参与 转录 控制 。 动 物 细胞 DNA BOUE 
啶 了 % 一 7%% 发 生 甲 基 化 。 大 多 数 甲 基 化 基 团 发 生 于 OG 联 体 ,事实 上 ,大 多 数 CG 序列 都 
TCR SEG. 通常 ,在 此 短 的 町 文 结构 中 C 残 基 甲 基 化 ,形成 如 下 结构 ， 

SmCPG 3' 
3 Gprs 

一 个 CG 联 体 中 ,两 条 链 中 只 有 一 条 链 发 生 了 甲 基 化 称 为 半 甲 基 化 甲 基 化 基 团 的 
分 布 要 用 靶 序 列 会 CG 联 体 的 限制 性 内 切 核酸 酶 酶 解 进行 测定 。 FB iii FE PD] Ec ER NR 
Hpal ARAE COGG. fin mi -ACRAETH 基 化 , 则 不 再 误 别 此 序列 。 
然而 其 同 裂 酶 Mspl 切 玫 相同 的 序列 ,对 无 论 是 否 甲 基 化 的 底 物 都 能 切割 。 对 于 一 个 
非 甲 基 化 的 底 物 DNA, 两 个 酶 形成 相同 的 限制 性 片段 ,而 对 申 基 化 DNA, Hpall 对 甲 基 
化 位 点 不 能 切 弄 ,对 每 个 这 样 的 位 点 , Hpa 1 酶 解 仍 得 到 一 个 较 大 的 片段 ,而 MspT BE 
则 得 到 两 个 片段 。 

许多 基因 的 大 多 数 甲 基 化 位 点 的 甲 基 化 状态 不 变 , 但 有 少数 甲 基 化 位 点 的 甲 基 化 状 
S&H. 一 些 位 点 在 所 有 组 织 中 都 发 生 甲 基 化 ,一 些 位 点 在 所 有 组 织 中 都 未 甲 基 化 。 
少数 位 点 在 基因 不 表达 的 组 织 中 甲 基 化 ,但 在 表达 的 组 织 中 不 甲 基 化 。 因此 活性 基因 称 
为 甲 基 化 不 足 (undermethylation) 基 因 。 

将 甲 基 化 及 未 甲 基 化 DNA 引入 到 新 的 宿主 细胞 中 ,可 测定 “ 常 居 " 基 因 的 甲 基 化 状 
态 。 这 些 实验 得 到 了 明确 结论 , 即 甲 基 化 基因 没有 激活 ,而 未 甲 基 化 基因 有 有 表达 活性 。 


十 一 、 甲 基 化 确定 印记 


下 基 化 状态 是 怎样 能 够 伍 久 持续 下 去 或 是 怎样 发 生 改 变 的 ,已 引起 了 极 大 的 关注 ,对 在 
所 有 组 织 中 被 表达 的 基因 来 讲 ,可 能 没有 什么 问题 ,它们 会 以 甲 基 化 的 状态 但 久 的 存在 。 但 
受 组 织 特异 性 控制 支配 的 基因 和 甲 基 化 状态 会 表现 出 改变 。 它们 在 精子 中 常常 呈现 灭 活 状 
态 ; 在 恒定 位 点 (在 所 有 组 织 中 都 被 甲 基 化 ) 和 可 变 位 点 (在 表达 的 组 织 中 特异 性 的 脱 甲 基 
化 ) 都 被 甲 基 化 。 这 样 ,在 活性 状态 , 某 些 甲 基 的 缺乏 则 意味 着 失去 以 前 出 现 过 的 修饰 。 
我 们 不 知道 当 细 胞 内 的 基因 被 停止 表达 时 ,是 否 它们 能 重新 得 到 甲 基 。 我 们 要 回答 
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的 一 个 主要 问题 是 ,在 甲 基 化 状态 ,序列 是 起 样 被 选 作 组 织 特 异性 改变 的 靶 了 于 

对 申 基 化 位 点 能 够 恒久 存在 的 简单 模型 是 假设 DNA. 甲 基 化 酶 作用 于 半 甲 基 化 的 
DNA。 全 巾 基 化 的 CG 对 的 复制 能 够 产生 两 个 半 甲 基 化 的 子 双 链 DNA , 酶 能 锣 识 别 每 - 
全 举 申 其 化 的 位 点 ,将 其 转化 为 正常 的 全 甲 基 化 状态 。 

这 个 模型 与 以 下 观察 一 致 , 当 将 甲 基 化 的 DNA 引入 组 胞 内 时 , 它 将 通过 无 限 的 复制 
周期 米 继续 被 甲 基 化 ,这 种 复制 的 保 真 度 为 每 个 位 点 约 95%。 如 果 将 非 甲 基 比 的 DNA 
引入 细胞 内 , 则 非 甲 基 化 的 DNA 不 被 全 甲 基 化 。 这 意味 若 栈 上) 识别 半 甲 基 化 位 点 。 它 
的 作用 使 (0 联 体 一 不 管 申 基 化 还 是 非 申 基 化 一 一 恒久 存在 下 皮 。 

如 果 这 个 模型 正确 的 话 ,在 建立 甲 基 化 的 新 位 点 中 (例如 ,如 果 当 转录 停止 时 一 个 此 
DR EE PH AE AES CERE DEKAR PP FREIE TES 5., 以 下 两 种 方法 中 的 任意 -种 可 
以 欠 去 甲 基 化 状态 ,用 脱 甲 基 酶 除去 活性 的 甲 基 ,成 在 通过 复制 产生 的 一 个 半 甲 基 化 位 点 
上 ,四 基 化 即 会 简单 的 停止 。 下 次 复制 产 牛 任 - DNA 链 即 会 缺失 甲 基 化 位 点 。 

使 用 续 物 5- 氮 杂 胞 昔 进 行 的 实验 为 甲 基 化 能 够 导致 基因 表 这 提供 了 间接 的 证 据 。 
药物 结合 到 DNA 中 胞 音 的 位 置 而 不 能 被 甲 基 化 ,因为 洒 位 置 被 阻 断 。 这 样 可 以 产生 
DNA Bf Un 8 Ee fr H o 3 - 氮 傈 胞 苷 的 表 型 作用 包括 在 细胞 内 分 化 的 状态 中 诱导 变化 , 例 
如 ,处 非 肌肉 细胞 前 体 180 忆 诱导 肌肉 细胞 发 育 ,药物 还 可 以 注 活 沉默 X 染色 栖 上 的 基 
于 ,这 提高 了 甲 基 化 状态 与 可 能 与 染色 体 失 活 有 关 的 可 能 性 。 

二 基 的 一 种 特定 类 型 可 以 由 组 菌 细 胞 遗传 ,这 可 以 解释 印记 (imprinting) 现 象 ,印记 
描述 由 每 个 亲本 遗传 而 来 的 等 位 基因 之 间 的 行为 差异 。 在 鼠 及 胎 中 基 些 基因 的 表达 取决 
于 其 亲本 的 性 别 。 合 如 , 源 于 父 本 的 编码 ICF-IL 胰 总 素 样 生长 因子 IT) 的 等 位 基因 能 够 
AE euh FHRBSNIRSEmE EG. 最 可 能 的 解释 是 , 卵 母 细胞 的 IGF-I 基因 已 甲 基 
化 ,而 精 了 的 IGF-I 基因 未 被 甲 基 化 ,所 以 这 两 种 等 位 基因 在 楼 合子 中 的 表现 不 癌 ， 这 
屁 最 常见 的 形式 ,对 某 些 基 因 , 对 性 别 的 依赖 会 出 现 反 转 。 

这 种 模型 要 求 甲 基 化 的 类 型 要 建立 在 特定 的 配子 发 牛 期 间 ,而 且 必 须 是 可 以 反 转 的 
全 早期 肚 胎 , 父 本 等 位 基因 林 被 子 甲 基 化 而 被 表达 , 母 本 等 位 基因 被 甲 基 化 而 沉默 。 当 这 
只 鼠 自 身 形 成 配子 会 出 现 什 么 情况 ?如果 这 只 鼠 是 雄性 的 ,在 形成 的 精子 中 的 等 位 基因 
一 定 来 被 申 基 化 ,而 与 它 开始 时 是 杏 被 中 基 化 无 关 、 这 样 , 当 母 源 等 位 基因 进入 精子 时 肯 
定 被 脱 申 基 化 . 如 果 这 只 鼠 是 雄性 的 ,在 形成 的 卵子 中 的 等 位 基因 一 定 被 中 基 化 ,所 以 ， 
如 果 等 位 基 内 下 始 时 是 父 本 的 , 则 必定 要 加 LH 3E. XXE ,我 们 要 求 一 个 系统 能 通过 重新 
除去 申 基 或 加 I 3E ,特异 性 地 重 置 甲 基 化 状态 。 

审 基 化 模式 的 改变 发 后 在 胚胎 发 生 时 期 。 当 最 初 的 精子 细胞 在 胚 竣 中 发 育 时 ,所 有 
党 位 基因 的 差异 都 消失 了 ,不 管 是 什么 性 别 , 以 前 的 甲 基 化 模式 被 抹 去 ,然后 一 种 典型 的 
基因 被 脱 甲 基 化 。 . 

ERATEN ARERR [S] HBHIB UR vr Y EOR RLRE NER, 在 雄性 ,这 
种 模式 在 两 个 时 期 中 发 育 。 精 母 细胞 表现 出 成 熟 精 子 特 点 的 甲 基 化 模式 ,所 以 在 精子 发 
生 时 不 嘲 现 进一步 的 变化 。 但 在 受精 后 这 种 模式 将 出 现 进一步 的 变化 。 在 肉 性 , 当 分 婉 
后 即 母 细胞 通过 减 数 分 裂 而 成 熟 时 ,在 久子 发 生 期 间 , 母 源 模 式 一 让 保持 。 

只 确定 了 有 -种 单一 的 甲 基 酶 将 甲 基 添 加 到 CpG 对 上 。 它 是 一 个 必需 基因 ,因为 这 
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种 基因 受到 破坏 的 鼠 肛 胎 存 活 过 不 了 早期 胚胎 发 生 期 。 我 们 可 以 推测 ,适当 的 革 基 因 的 
甲 基 化 对 防止 它们 的 不 适当 表达 是 必需 的 。 没 有 有 关 负 责 除 去 甲 基 的 酶 的 资料 。 一 个 主 
要 的 问题 是 在 雄性 和 雄性 配子 中 甲 基 化 的 特异 性 是 如 何 确定 的 。 


第 三 节 mRNA 前 体 的 可 变 剪接 !2] 


真人 忆 生 物 织 码 蛋白 质 的 基 内 经 转录 产生 的 初始 转录 物 需 经 过 加 工 后 , 才 产生 出 成 熟 
的 mRNA, 然 后 mRNA 进入 胞 浆 ,经 翻译 产生 出 特定 的 蛋白 质 。mRNA 前 体 的 这 种 加 工 
包括 5 加 帽 .3 EE ,剪接 和 编辑 等 。 这 些 加 工 过 程 的 都 受到 调控 。 例 如 ,通过 未 同 的 前 
接 可 由 一 个 基因 的 转录 物产 生出 不 同 的 成 熟 mRNA, 从 而 翻译 出 不 同 的 蛋白 质 。 又 如 ， 
通过 编辑 后 mRNA 的 密码 子 有 所 改变 ,产生 出 与 基因 编码 有 所 不 同 的 蛋白 质 等 。 这 里 先 
介绍 mRNA 前 体 的 可 变 前 接 。 随 后 再 介绍 RNA 编辑 。 

mRNA 前 体 中 的 内 含 子 边 界 5' 的 供 体 和 3’ 的 受 体 序列 被 识别 ， 内 沼 子 在 剪接 过 程 中 
ESRR ERR. ERED TD, BEES STOLE SHORE IG 3 下 游 的 受 体 结合 以 保 
证 剪接 的 正确 和 完全 。 然而 ,高 等 真 核 细胞 中 来 自 一 个 基因 的 mRNA 前 体 分 子 中 一 般 不 
止 一 个 内 含 子 , 因 此 某 个 内 会 子 5 的 供 体 又 可 以 在 特定 条 件 下 与 另 一 个 内 含 子 的 3 受 体 
进行 剪接 ,从 而 同时 缺失 这 两 个 内 含 子 及 其 中 间 的 全 部 外 显 子 或 内 含 子 ,这 种 按 不 同方 式 
对 mRNA 进行 的 剪接 称 为 可 变 前 接 (altemative splicing)。 来 自 一 个 基因 的 mRNA 前 体 
因 可 变 剪 接 而 产生 多 种 mRNA, 翻 译 出 不 同 的 蛋白 质 , 或 形成 一 组 相似 的 蛋白 质 家 族 , 都 
可 称 为 同 工 型 蛋白 质 (isoform) o 同 工 型 蛋白 质 可 以 在 不 同 的 发 育 阶段 .不 同 的 组 织 中 ,或 
在 细胞 内 不 同 的 亚 细 胞 结构 中 出 现 并 发 挥 其 功能 ， 


一 、 可 变 剪 接 的 方式 


可 变 剪 接 可 因 mRNA 前 体 的 外 显 子 或 内 含 子 DNA 序列 中 发 生 突变 、 缺 失 ,影响 5 或 
3 前 接点 的 数目 和 位 置 。 此 外 ,与 mRNA 前 体 中 内 含 子 剪接 位 点 结合 的 各 种 snRNP 中 ， 
snRNA 或 蛋白 质 的 异常 则 会 导致 将 接 效率 大 大 降低 。 有 些 基 因 常 不 止 一 个 转录 起 始 位 
点 ' 在 个 同 的 组 织 中 两 个 起 始点 之 间 可 间 陋 数 千 碱 基 ,其 中 并 含有 内 含 子 ,因此 就 会 导致 
同一 个 基因 转录 出 两 种 mRNA 前 体 ,需要 以 不 同 的 剪接 方式 产生 有 活性 的 蛋白 质 。 有 的 
基因 的 3 端 常 有 多 个 加 多 诊 腺 背 信 号 ,有 可 能 产生 不 同 3 外 显 子 的 的 蛋白 质 同 源 体 。 此 
外 ,还 有 选用 不 同 的 能 接 位 点 ,产生 不 同 的 蛋白 质 的 可 变 剪接 方式 。 


二 、 可 变 剪 接 的 调控 机 制 
1.SR 蛋白 家 族 的 调控 
剪接 体 的 形成 与 多 种 蛋白 质 和 RNA 复合 体 密 切 相关 。 在 可 变 剪 节 上 保守 的 SR 磷 
和 蛋白 家 族 因子 的 参与 起 重要 作用 。 首 先 ,SR 蛋白 早期 结合 mRNA 前 体 决定 $ 剪接 位 点 。 


SR 蛋白 强化 剪接 元 件 与 5 剪接 位 点 的 结合 可 能 基于 稳定 Ul snRNA 5 mRNA 前 体 的 结 
合 ,或 诱导 mRNA 前 全 的 二 级 或 三 级 结构 改变 以 利 剪 接 前 体 其 他 成 分 的 结合 等 作用 。 在 
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本 变 剪 接 中 SR 蛋白 强化 于 剪接 位 点 的 “ 近 端 效应 "起 主导 作用 。 通 常 5 剪接 位 点 的 突变 
会 激 笑 附近 的 隐藏 剪接 位 点 ,然而 SR 蝇 白 不 能 激活 隐蔽 的 5 前 接点 。SR 蛋白 家 族 以 不 
阿 质 的 组 成 忆 量 的 差异 选择 特定 的 mRNA BI UE BU BE DEAS HI) SR 家 族 从 白 对 适当 的 
mRNA 前 体 可 以 诱导 出 不 同 选择 的 剪接 方式 .在 选择 剪接 上 起 次 定性 作用 。SR 家 族 中 
性 何 成 员 吕 以 恢复 访 三 SR IE ELE PRAE BT EE TE | SR 和 蛋白 在 远 距 离 激活 晴 接 时 很 可 能 
38 1E RC TEL AB AEH ,该 蛋白 的 RS 结构 可 能 参与 这 一 机 制 。 


2. RNP 的 调节 


(] )hnRNP-A1 的 作用 hnRNP-Al 在 不 同 组 织 中 的 含量 变化 很 大 ,不 参与 组 成 性 
剪接 。 它 与 SR 量 自 相反 ,有 利于 近 端 前 接点 的 选择 性 活化 。hnRNP-A1 不 抑制 SR Æ 
白 在 组 成 性 剪接 中 的 作用 ;但 在 体外 可 对 抗 SR 蛋白 家 族 中 ASE/SF2 和 SC35 等 ,在 选择 
5 RI 3 8] HE eunt BCRUE B9 TI E SS HE iS Pk JE BLERL ICON eg T AED eS D], 3E 
内 与 SR 量 白 共同 调节 组 织 特异 性 的 前 搂 。 

(2)U5 - hnRNP 的 作用 在 潍坊 中 US- snRNP 参与 5 前 接点 突变 的 可 变 前 接 ，。 
US -snRNP 保 的 1 环 序列 是 GCCUUUUAC, 其 中 第 5 位 或 第 6 位 的 U 可 用 于 活化 原 有 
VLA BERT ER RC S 前 接点 ,如 果 mRNA 前 体内 会 于 的 第 一 个 GG 突变 为 A 时 ,I 环 序 列 的 
第 3 位 C 和 第 4 位 UU 还 可 与 3 剪接 位 点 的 外 显 子 中 前 两 个 碱 基 配 对 ,然而 这 种 碱 基 间 的 
作用 部 很 绊 。 哺 乳 动物 细胞 中 5’ 前 接点 的 保守 性 很 你 ,U5 - snRNP 这 种 很 弱 的 碱 基 相互 
影响 可 能 起 协助 Ul 结合 的 作用 。 


3. 外 显 子 限定 模型 


哺乳 动物 细胞 mRNA 前 体 中 由 于 内 合子 远 运 大 于 外 显 子 ,很 难 设想 5' 与 3 剪接 位 点 
跨越 数 方 个 核 华 酸 准确 的 组 合 在 剪接 体 中 。 然 而 确实 有 证 据 表 明 在 前 速 激 肽 原 mRNA 
前 体 的 可 变 剪接 中 ,外 显 子 下 游 的 剪接 位 点 可 影响 其 上 游 内 含 子 3' 的 前 搂 。 


=Z. RAIE 


前 面 讨论 的 剪接 过 程 都 是 发 生 在 一 个 RNA 分 子 内 部 , 即 通过 剪接 将 一 个 RNA 分 子 
内 的 内 会 子 剪 掉 , 使 外 显 子 连接 在 一 起 ， 这 种 剪接 方式 称 为 顺 式 前 接 {cis-spiicing)。 已 发 
现 ,在 锥 贝 . 线 虫 以 及 植物 的 叶绿体 中 发 生 两 个 RNA 分 子 之 间 的 剪接 , 即 反 式 前 接 
(trans-splicing)。 反 式 前 接 是 以 两 种 不 同 来 源 的 RNA 前 体 分 子 作为 底 物 ,经 过 剪接 在 成 
熟 的 mRNA 非 翻 译 部 分 5 端 剪接 上 一 小 段 称 为 “剪接 前 导 序 列 (spliced leader，SL)" 或 
“小 外 显 于 (mini-exon) "的 RNA 片段 。 这 些 片段 本 来 并 不 存在 于 相应 的 编码 基因 前 面 ， 
而 是 由 其 他 DNA 链 转录 而 来 。 已 发 现 的 各 种 SL RNA 有 一 些 共同 的 特点 fib o] Ad 
成 一 种 相同 的 二 级 结构 ,此 结构 有 3 TE- Cstem-loop) i- 4 8 E EX. , 是 以 snRNA 的 形 
式 存在 的 。 在 真 核 生物 中 虽然 反 式 剪接 比 硕 式 剪接 少 得 多 ,但 它 确实 存在 。 

TEE ILC Trypanosome ) f BUB Vc mRNA 的 S 端 有 个 共同 的 35 碱 基 的 前 导 序 列 
(leader sequence) 。 然而 此 前 导 序 列 并 不 由 每 个 转录 单位 的 上 游 所 编码 ， 而 是 在 由 位 于 基 
国 组 其 他 区 域 的 一 个 重复 单位 转录 出 来 的 独立 的 RNA 中 。 此 RNA 的 3' 端 还 具有 前 导 
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序列 以 外 的 一 段 序 列 。 图 8-11 示 意 了 此 RNA 的 组 串联 备 扫 的 前 导 单位 — 单个 转录 单位 
成 。 紧 接 35 碱 基 前 导 序 列 后 有 -… 个 5’ 前 接 位 点 的 序 “ARC EAS 
列 。 而 在 编码 mRNA 的 序列 中 ,在 成 熟 mRNA 的 紧 i 
接 前 所 有 个 3 剪接 位 点 。 35 城 基 前 导 序 询 TOOME mRNAPAU 

如 图 8- 11 所 示 , 如 果 前 导 序 列 与 mRNA 是 由 反 aey TO 
式 寻 接连 接 起 来 的 , 则 前 导 RNA 的 3 区 和 mRNAS 区 


各 相当 于 -个 内 依 子 的 一 半 。 如 果 剪 接 是 按 通常 的 核 1 

内 剪接 机 制 进行 的 , 则 首先 应 在 内 含 子 5 段 的 GU 与 uu 
38 AG 上 游 的 分 支点 之 间 发 生 反 应 ,形成 -个 5 -3 UC. 
PEE EHE TROU, VOR ECT AAT HT IELAYUI —A—AG 

共 价 连接 在 … 起 的 ,因而 形成 字 型 分 于 ,而 不 是 如 通常 i 

那样 形成 套 索 型 分 子 。 已 证 明 此 种 剪接 确实 是 形成 Y 


字 型 分 子 ,因而 支持 图 8~ 11 中 所 示 的 前 接 模式 。 

TSWHESTZXHR(C. elegans ) IP LS S8 H Cactin) d& 
因 的 表达 与 上 述 情 总 类 似 ,3 种 肌 动 蛋白 mRNA( 以 及 图 8-11 SOR mRNA ISRRCBHEREXS 
某 些 其 他 RNA) 的 5 端 是 个 相同 的 22 碱 基 的 前 导 序 SL RNA 提供 一 个 外 明子 ,此 外 显 了 通 
列 。 此 序列 不 被 肌 动 蛋白 基因 编码 ,而 有 是 由 另 一 个 基 过 反 式 剪接 与 -个 mRNA 的 第 一 个 外 显 
因 编 码 ,此 基因 独立 她 转录 出 一 个 100 碱 基 的 RNA, Tn, 
前 导 序 列 是 此 RNA 的 一 部 分 。 

某 些 叶 绿 体 基 因 是 反 式 剪接 的 。 WR (Chiamydomonas ) 叶 绿 体 的 psa 基因 由 3 
个 相隔 很 远 的 外 显 子 所 组 成 。 外 显 子 ! 和 外 显 子 2 相距 50 kb, 外 显 子 2 和 外 显 子 3 相距 
90 kb。 在 这 些 外 显 子 之 间 有 许 光 其 他 的 基因 。 而 且 外 显 子 1 的 转录 方向 与 外 显 子 2 和 3 
的 转录 方向 相反 。 因 此 ,无 论 如 何 他 们 也 不 可 能 是 被 转录 出 -个 RNA 分 子 进 行 表达 的 。 
事实 让 已 鉴定 出 来 的 转录 只 是 售 有 每 个 外 显 子 (和 它 两 侧 的 局 部 序列 ) 的 RNA。 因而 推 
断 其 mRNA 是 由 两 个 反 式 剪接 反应 形成 的 。 在 这 两 个 反 式 剪接 反应 中 还 需要 一 些 其 他 
的 基因 ,因而 可 知 此 mRNA 的 剪接 过 程 是 很 复杂 的 。 


35 碱 基 ”mRNA 序列 
gj IY Sd 


第 四 节 RNA 编辑 (12 


中 心 法 则 规定 ,遗传 信息 由 DNA 传递 到 RNA 过 程 中 ,DNA 的 序列 决定 着 RNA 的 
序列 。 但 是 RNA 编辑 似乎 是 其 中 的 一 个 例外 。RNA 编辑 (RNA editing) 是 在 RNA 分 子 
上 上 出现 的 一 种 修饰 现象 。 主 要 指 mRNA 在 转录 后 因 播 人 ,缺失 或 核 苷 酸 的 替换 ,改变 了 
DNA 模板 来 源 的 遗传 信息 ,从 而 翻译 出 氨基 酸 序列 不 同 的 多 种 蛋白 质 。 编辑 的 结果 不 仅 
扩大 了 遗传 信息 ,也 可 能 是 生物 适应 的 一 种 保护 措施 。RNA 编辑 的 机 制 如 下 : 


—. EHE 
1. CU 替换 


最 典型 的 例子 是 载 脂 蛋白 B 的 RNA 的 编辑 。 肠 型 载 脂 蛋白 B(Apo-B) 占 肝脏 型 
E 285 D 


Apo-B 100 分 子 的 4896. EARE, CREET Apo-B100 分 子 N 959 8 x E e ice 
HHR dt ^^ Apo-B 100 分 子 N 端 腊 和 蛋白 装配 结构 域 ,缺少 Apo-B100 的 C 端 低 密 度 脂 蛋白 
{LDL) 受 体 结合 区 ,Apo-BI00 这 个 C 端 结构 域 能 与 LDL 受 体 结 合 , 参 与 胆 同 隙 的 运转 。 
EA .人 免 . 鼠 中 都 是 由 于 第 26 个 (最 大 的 ) 外 显 了 于 中 第 6 666-6 668 核 苷 酸 由 Apo-B100 的 
CAA 编码 的 谷 氮 酰 腔 窒 变 为 TAA WET, CU 的 替换 ,并 产生 编码 Apo-B48 的 
mRNA, 


2. A *1 HR 


4k US .自由 线虫 和 某 些 哺乳 动物 的 培养 细胞 中 ,尤其 是 在 血清 诱导 下 ,再 生长 的 细 
胞 中 都 有 对 同 源 的 RNA 双 链 松 解 和 修饰 活性 的 报道 。 在 8 珠 蛋 白 ic Myc ,成 纤维 细胞 生 
长 因子 基因 中 都 有 因 AT, fi TARER U 被 RNA M A 水解。 如 果 ASM G SEC 
时 ,由 入 I 的 机 率 二 大 于 妨 旁 为 U 时 ,后 者 又 稍 高 于 连 鲁 为 A 的 情况 。 然 而 当 和 的 上 
WA AB Ut, Am 发 生 的 概率 也 较 高 。 


二 、 可 读 框 的 改变 


主旨 是 核 攻 酸 的 插入 或 缺失 。 插 和 或 缺失 U 只 在 线粒体 . 锥 虫 及 其 他 的 动 基 体 中 。 
y G 3k C 的 插入 则 往往 因为 模板 上 
WURNA 连续 儿 个 CGR G) 之 后 ,互补 链 的 
因 一 种 清 动力 而 被 洪 加 到 RNA 

BAT fir s 中 。 


poly~L HE 


RNA 转 冰 产物 TEE 一 


gRNA (I3 Ar Urs] 


[asean 三 、 向 导 RNA 
y Fy 


muss t HIS RNA(gRNA) 是 一 种 线 料 

[oci 体内 转录 的 短 RNA( 约 55 一 70 $ 

MAUA FE), SE PATE 3f REEE G-U 

， 配对 方式 选择 其 5 未 端 * 销 "区 在 

RNA 编 笠 产物 mRNA 上 的 互补 序列 ,随后 为 播 人 

或 缺失 U 提供 模板 ,此 外 ,在 gR- 

NA I) 3 WA 5 —25 - U, n] dg 
mRNA 增添 或 接受 mRNA 去 除 的 U BREMON S- 12), 


图 8-12 WẸ RNA 加 UU 机 制 示意 图 


第 五 节 mRNA 稳定 性 的 调控 {2 


FEES] mRNA 的 稳定 性 除了 取决 于 分 子 内 本 身 的 结构 特征 外 ,还 受 转录 后 修饰 

UR TAS .多 聚 A 的 长 短 ) 和 与 看 白质 所 形成 的 mRNP 中 蛋白 质 的 种 类 的 影响 。 一 些 特 

殊 的 种 类 的 mRNA 受 特殊 因素 的 影响 。 如 乳腺 细胞 中 酷 蛋 自 mRNA 的 寿命 在 促 乳 激素 

的 存在 下 ,稳定 性 可 提高 20 售 。 真 核 生物 mRNA 的 比 原核 生物 更 加 稳定 。 原 核 生 物 
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mRNA 的 半衰期 约 为 3 分 钟 ,而 在 快速 生长 的 崔 椎 动物 细胞 ,mRNA 的 平均 半衰期 约 为 3 
小 时 。 

真 核 细 胞 中 ,持家 基因 的 mRNA 的 寿命 比较 长 。 因 为 这 些 基因 的 产物 是 细胞 生命 活 
动 所 必须 的 。 有 些 蛋 白质 的 mRNA 分 子 ( 如 调解 细胞 周期 的 蛋白 质 ) 的 半衰期 比较 短 , 因 
为 它们 的 人 台 成 必须 以 一 定 的 顺序 进行 。 高 等 真 核 生物 高 度 分 化 的 细胞 中 ,许多 mRNA 极 
其 稳定 。 如 在 网 织 红 细胞 中 RNA 的 合成 已 经 停 直 ,但 却 在 进行 旺盛 的 翻译 活动 ,合成 的 
蛋白 质 2% 以 上 都 是 血红 蛋白 。 由 此 可 见面 红 和 蛋白 的 mRNA 是 非常 稳定 的 。 成 人 肝 细 
胸中 参与 阜 直 环 系统 的 和 蛋白质 的 mRNA 也 属于 这 种 情况 。 家 蚕丝 心 蛋白 mRNA 的 平均 
寿命 长 达 几 天 ,一 个 分 子 可 重复 翻译 产生 约 10 万 个 蛋白 质 分 子 。mRNA 寿命 的 延长 增 
加 了 细胞 内 某 种 mRNA 有 效 浓度 ,提高 了 蛋白 质 合 成 的 速度 ,这 种 翻译 水 平 的 调控 方式 
称 为 翻译 扩 增 (translational amplification) e 


第 六 节 ”翻译 的 调控 


翻译 水 平 的 控制 是 真 核 生 物 基因 表达 多 级 调控 的 重要 环节 之 一 。 翻 译 的 速率 和 细胞 
生长 的 速度 之 间 是 密切 协调 的 , 当 细 胞 接 触 到 保有 丝 分 发 剂 后 ,蛋白 质 合成 就 加 快 ,然而 
在 细胞 周期 的 有 丝 分 裂 期 时 ,蛋白 质 合成 就 抑制 。 同 样 , 当 细 胞 受到 饥 饭 高温 或 外 环境 
酸碱度 的 剧烈 改变 (pH 到 达 9 以 上 或 5 以 下 ), 其 蛋白 质 合成 也 被 阻 抑 。 这 种 改变 可 在 几 
分 钟 之 内 快速 出 现 , 然 而 它 蚌 可 道 的 。 参加 蛋白 质 各 元 件 装配 活力 的 改变 是 导致 蛋白 质 
翻译 速率 变化 的 主要 因素 。 


一 、 翻译 因子 磷酸 化 调控 


蛋白 质 生物 合成 起 始 、 延 舍 及 终止 的 各 阶段 都 有 许多 因子 的 参与 。 仅 番 译 赵 始 阶段 ， 
哺乳 动物 细胞 中 就 有 13 种 因子 ,酵母 也 有 12 种 因子 参与 。 不 少 因子 磷酸 化 状态 与 其 对 
蛋白 质 合成 的 激活 或 抑制 作用 密切 相关 。elF - 4F FI BERE FC BE ETE EHE Fg; E REI 
的 eIF -2a, 则 能 抑制 蛋白 质 台 成 的 抑制 。 


1. elF ~ 4F 因子 的 磷酸 化 对 蛋白 质 合成 的 激活 作用 


在 真 核 生物 翻译 起 始 过 程 中 ,翻译 起 始 因子 4F(eIF - 4F) 与 mRNA 5- m/G 帽子 结 
构 结 合 ,然后 40S-eIF-2- GTP - Met - 1RNAi 复合 物 才 能 与 mRNA fHxk du d SHE, 
在 哺乳 动物 细胞 中 ,eIF - 4F 由 a.B、y3 个 亚 单位 , 即 elF - AE,e DF - 4A 和 P220 蛋白 聚合 
而 成 。 elF - AF 通过 亚 单位 的 可 首 克 酸化 对 蛋白 质 生物 合成 进行 调控 。 当 静 止 期 细胞 用 
胰岛 紊 激 活 后 ,蛋白 质 生 物 合成 速度 加 快 。 此 时 eF- AF 的 a- 亚 单位 和 Y- 亚 单位 辜 酸 
化 作用 增加 ;然而 ,对 细胞 进行 热 王 处 理 , 或 者 细胞 处 于 其 生长 周期 的 有 丝 分 烈 相 时 ,蛋白 
质 合成 受到 抑制 ,同时 eIF - 4Fe 亚 单位 去 磷酸 化 作用 。 和 蛋白质 合 成 速率 降低 与 eIF - 4Fa 
AREARE T eIF - 4Fa 的 调控 作用 。 佛 波 酯 TPACI2- O- tetradecanoyl 
phorbol - 13 - acetate) 处 理 细胞 增强 了 eIF - AF 的 礁 酸 化 作用 ,说 明和 蛋白 激酶 C( protein 
kinase C，PK-C) 参 与 了 该 因子 的 磷酸 化 。 
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在 观察 eIF - AE m G 帽子 类 似 物 的 结合 作用 时 ,发 现 eIF - AE KRENE AERE 
化 两 种 形式 具 碳 相 同 的 亲和力 ,这 表明 该 因子 的 厂 酸 化 不 改变 对 帽子 的 结合 作 南 。 那 么 
eIF- 4F 的 磷 肯 化 作用 可 能 是 刺激 elF - 4F3 相 亚 单位 复合 物 形 成 ,或 者 是 促进 含 IF - 
4B,eIF - 4A 和 eIF 3 等 因子 复合 物 的 组 装 。 这 类 复合 物 是 因子 识别 mRNA 的 活性 形 
式 , 有 益 十 加 快 翻译 的 起 始 速 率 。 与 eIF - 4 上 的 楼 酸化 必用 的 重要 相 比 ,y - 亚 单 位 的 磁 
酸化 意义 仍 不 太 清楚 。 


2. 其 他 因子 磷酸 化 对 秋 译 的 激活 作用 


起 始 因子 elF-48 昆 与 mRNA 相 结合 , 对 其 他 与 mRNA 作用 的 起 始 册 子 eIF - 4A 
和 eIF-4B8 的 活性 起 协调 或 激活 作用 。 在 促 有 丝 分 裂 剂 作用 下 ,eIF- 4B 随 eJFE-4F 和 核 
BEIGE TG S6 一 起 ,在 细胞 内 被 吏 酸 化 。eIF - AB 的 磷酸 化 作用 是 随机 的 ,他 和 8 个 或 更 
多 的 丝氨酸 位 点 可 供 醚 酸化 反应 。eIF - 了 可 被 IFK-C 以 及 哺乳 细胞 或 蟾 内 的 S6 激酶 
BRE. AARRE G I} eI[F - 4B 碰 队 的 激酶。 


3. eIF - 2 的 磷酸 化 对 鄙 译 的 抑制 作用 


cIF ~2 是 由 分子 量 分 别 为 36 000,38 000 和 55 000 Da 的 3 个 亚 基 组 成 eIF- AF fl 
特异 地 与 Mel-tRNAj 结合 ,并 世 这 种 结合 必须 有 GTP 参加 ,elF -2 的 磷酸 化 会 引起 翻 
译 起 始 作 用 受阻 ,从 而 掉 制 蛋白 质 的 生物 合成 。 


二 、 酵母 GCN4 mRNA 翻译 的 调控 


RRES. cerevisiae )GCNA 是 一 个 转录 因子 , 它 与 启 动 元 件 TGACTC Hie, S 
与 了 包括 编码 氨基 酸 生 物 合成 酶 系 各 基因 在 内 的 表达 调节 作用 。 大 多 数 醇 侠 基因 的 任 一 
种 氨基 酸 饥 俄 , 均 会 增强 GCN4 因子 的 合成 。GCN4 的 增多 完全 是 由 于 编码 GCN4 的 
mRNA 翻 译作 用 的 激活 ,该 激活 是 由 于 酵母 细胞 翻译 起 始 因 子 eIF- 2 的 磷酸 人 作用。 前文 
明确 提出 了 eIF-2 的 大 酸化 是 翻译 起 始 作 用 的 抽调 控 因 子 ,而 对 酵母 GCN4 mRNA 则 有 
ERRAR EHDE. KEAR: AARRE, =R RNA 被 堆积 ,这 些 tRNA 
可 以 作 册 于 GCN2 蛋白 激酶 肽 链 上 的 类 伺 His tRNA 合成 酶 样 结构 ,活化 的 激 醇 使 
eIF -2 因子 a 亚 单 位 的 第 51 位 上 的 丝氨酸 碰 酸 化 , 徊 酸化 的 eIF -2 抑制 由 eIF- 2B 参与 
的 GTP 及 eIF -2 f ELS SE MS S 7 GCNA mRNA 的 向 译 必用。 

图 8- 13 示意 的 GCN4 mRNA 及 其 5' 先 学 序 询 中 .GCN4 的 开放 可 读 框 (GCN4- 
ORF) 起 始 于 第 五 个 AUG 密码 ,在 此 之 前 的 各 个 AUG 形成 了 4 个 短 的 上 游 可 污 框 (up- 
stream open reading frame, uORF) , 从 5- 幅 子 到 第 -个 uORF 的 AUG 之 间 的 序列 可 以 使 
核糖 体 在 第 一 个 AUG 起 始 的 uORF1 启动 翻 详 。 在 正常 非 饥 饭 情况 下 ,活化 型 的 elF-2 
的 水 平 是 高 的 ,在 uORFI 翻 泽 之 后 ,释放 下 来 的 核糖 体 可 以 重新 往 下 游 滑动 ,并 在 其 他 任 
一 个 uORF 青 局 动 翻 译 ,而 GCN4 mRNA 的 ORF 的 翻译 被 排除 了 ;然而 饥 俄 时 ,磷酸 化 
的 eIF -2u 增 加 ,减少 了 活化 形式 的 eIF-2 髓 循环 ,使 在 uORF1 翻译 之 后 ,释放 下 来 的 核 
精 体 滑动 时 , 穿 过 其 他 uORF, 而 结合 于 GCN4 mRNA 起 始 AUG 位 置 ,重新 启动 GCN4 
ORF 的 翻译 。 
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elF -2& = Pm elF - 2 ( 低 水 平 ) 


图 8- 13 MH GCNA mRNA 的 翻译 模式 
1 一 4 表示 短 的 uORF;5 表示 起 始 子 AUG 的 GCN4 mRNA 可 读 框 。 


Z., EREA mRNA FEAE 


mRNA 分 子 结 构 的 本 身 与 其 翻译 调控 有 着 密切 关系 ,而 其 调控 作用 往往 通过 其 结构 
元 件 与 相应 蛋白 后 因子 的 相互 作用 而 实现 。 在 研究 翻译 调控 中 ,这 种 RNA 和 蛋白质 可 
道 性 相互 反应 的 典型 模式 是 转 铁 蛋 白 的 翻译 控制 。 转 铁 蛋 白 (feritin) 和 红细胞 的 5- 氨 
基 乙 酰 两 酸 合 成 酶 (5 - aminolevulinate synthase, ALAS) Bj f& mRNA 的 翻译 调控 与 铁 离 
子 密切 有 关 。 其 mRNA 靠近 5 帽子 部 位 的 一 个 莽 环 式 结 构 , 被 称 为 铁 离子 应 管 元 件 
(iron-responsive element,IRE)。 胞 浆 内 一 种 分 子 量 为 98 kDa 的 蛋白 质 能 特异 地 结合 在 
mRNA 的 IRE 上 ,这 个 重 白 质 称 为 铁 离子 调节 因子 (iron regulatory factor, IRF) ,也 曾 有 
人 称 它 为 铁 离子 应 答 元 件 结合 蛋白 {iron-responsivc element binding protein, IRE-BP)、 
FRP 或 P90。 当 IRF 结合 到 mRNA 的 IRE 元 件 上 后 ,就 封 阿 了 mRNA 的 翻译 必用 。 当 
细胞 铁 离 子 的 水 平 低 时 ,IRF 对 了 RE 有 高 的 亲和力 ,从 而 导致 转 铁 蛋白 和 ALAS 的 合成 
抑制 。 增 加 铁 离 子 的 获取 ,可 减少 RF 对 IRE 的 亲和力 ,可 去 除 对 翻译 的 抑制 作用 。 因 
此 ,这 种 调节 作用 的 基础 是 依赖 于 铁 离子 多 少 控制 阻 抑 蛋 白 对 mRNA 结合 位 点 的 控制 。 
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第 九 章 遗传 重组 


第 - 节 概 xc 


基因 组 蛮 时 间 上 和 空间 上 都 不 是 厅 定 的 ,它们 结合 了 为 遗传 所 要 求 的 稳定 性 和 变异 
所 要 求 的 可 变性 ,基因 组 的 可 变性 和 稳定 性 之 闻 必 须 维持 --- 个 恰到好处 的 平衡 ,这 样 才能 
使 生物 体 得 以 生存 并 能 世代 相传 ,繁衍 不 息 。 

行 有 性 繁殖 的 双人 悦 体 机 体 在 减 数 分 裂 时 , 问 源 染色 体征 此 独立 分 配 ,在 配 了 上 中 存在 着 
染色 体 的 不 同 组 合 。 当 雄性 和 上 典 性 配子 柄 合 时 ,使 产生 一 个 基 国 组 不 同 于 沪 物 种 其 他 成 
员 的 个 栖 。 这 种 情况 的 发 生 旦 通过 彼此 不 同 的 染色 体 再 分 配 形成 的 ,是 一 个 简单 但 却 十 
分 重要 的 重组 机 制 . 但 在 该 过 程 中 没有 DNA 问 遗 传 物质 的 物理 交换 、 在 不 同 染色 体 上 
的 基因 重新 分 配 , 不 需要 有 物理 变换 ,但 它 需 要 染色 体 的 遗传 差异 。 奶 果 -- 个 个 体 的 染色 
体 与 同 种 的 其 他 成 员 是 一 样 的 ,独立 分 配 和 有 性 繁殖 则 只 产生 遗传 上 -- 样 的 合体。 染色 
体 的 遗传 差异 主要 由 两 种 机 制 产 生 ，: 种 是 宽 变 ,-- 种 是 遗传 重组 。 所 谓 遗 传 重组 指 的 是 
遗传 物质 的 重 排 ,其 共有 的 特征 是 DNA 双 曙 旋 之 间 的 遗传 物质 发 生 交 换 , 因 发 生 的 机 制 
不 同 分 为 儿 种 类 型 。 遗 传 重组 系统 的 存在 .确保 了 物种 中 代 与 代 之 问 基 因 组 的 重 排 , 从 而 
形成 - -个 物种 个 体 之 僻 的 遗传 益 异 。 在 减 数 分 型 时 染色 体 的 独立 分 配 、 基 因 突 变 , 填 传 重 
组 共 问 作用 降低 了 -个 物种 个 体 间 的 遗传 相 侯 性 。 

遗传 重组 不 仅仅 发 生 于 代 与 代 之 间 ， :个 个 体 的 基因 组 也 可 以 发 生 重 排 。 这 能 产生 
基因 表达 的 改变 ,在 -个 个 体 的 细胞 之 加 产 午 遗 传 基因 的 多 样 性 。 这 些 过 程 不 能 通过 染 
色 体 重新 分 配 产 生 , 但 能 通过 重组 机 制 产 生 。 

重组 不 只 是 在 减 数 分 裂 和 体 细胞 核 基因 中 发 后 ,也 在 线粒体 基 央 问 和 叶绿体 基因 问 
发 生 。 重 组 也 见于 虽 菌 体 整合 过 程 中 和 转 座 子 转 座 等 过 程 中 。 地 球 革 所 有 的 机 体 订 能 都 
有 有 一些 重组 机 制 , 这 表明 重组 对 物种 的 生存 是 十 分 重要 的 。 生 牺 要 生存 便 得 适应 ,要 适应 
便 得 有 变异 ,而 变异 的 来 源 便 是 突变 和 重 织 。 重 组 可 使 有 利和 不 利 的 基因 分 离 , 并 作为 一 
个 单元 在 新 的 组 合 中 被 检验 。 它 提供 了 -种 方式 ,使 有 利 的 等 位 基因 得 以 保存 ,使 永利 的 
基因 钾 消 除 。 通 过 重组 获得 基因 的 新 的 重组 体 人 允许 该 物种 更 快 的 带 应 环境 并 加 速 进化 的 
进 穆 ,同时 重组 对 DNA 损伤 的 修复 也 起 重要 作用 。 

突变 和 重组 提供 进化 起 始 物质 的 两 个 过 程 , 突 变 引起 的 遗传 改变 是 引起 蛋白 质 中 所 
基 酸 序列 的 变化 ,该 变化 引起 表 型 的 改变 ,通过 自 热 选 择 发 生 作 用 。 相 类 似 地 ,重组 提供 
一 个 基因 组 结构 的 变化 ,引起 霄 型 的 变化 ,也 通过 自然 选择 发 挥 作用 。 重 组 反应 在 体 细 胞 
的 分 化 和 损伤 DNA 的 修复 中 也 起 重要 作用 。 重组 在 生物 学 的 中 心 位 置 反映 在 遗传 学 中 
它 的 中 心 作 用 。 罕 变 和 重组 是 遗传 学 家 的 重要 十 具 。 

根据 不 同 的 机 制 可 将 重组 分 成 4 类， ENEE Æ t (homologous recombination) ,位 点 特 
异性 重组 (site-specific recombination) ££ HE (. transposition} 和 异常 重组 (illegitimate recom- 
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bination) ,有 人 曾 把 后 三 种 称 为 非 间 源 性 重组 ,或 只 把 第 四 种 称 为 非 同 源 性 重组 ,但 现在 

试 为 ,即使 异常 重组 ,有 时 也 需要 微小 的 同 源 性 存在 ,所 以 现在 把 重组 分 成 上 述 4 种 基本 

关 型 (图 9- D, MARRA O fore non 
(1) 同 源 性 重组 问 源 性 重组 是 指 发 

生 在 同 源 DNA 序列 之 间 的 重组 。 同 源 性 重 

组 主要 是 利用 DNA 序列 的 同 源 性 识别 重组 | 站 | 中 

对 象 ,蛋白 质 ( 例 如 ,大 肠 杆 菌 Rea 重 白 ) 可 ”， e 

以 你 进 识别 ,但是 提供 特异 性 识别 的 是 碱 基 


(D NE (4) 异常 重组 
序列 。 
(2) 位 点 特异 性 重组 WARRE 二 一 全 := -一 一 
组 (site-sbecific recombination) 发 生 在 特殊 的 Ryd | | 


序列 对 之 向 , 当 -种 蛋白 与 一 个 识别 位 点 相 

结合 并 催化 同 另 一 个 位 点 进行 重组 ,该 位 点 图 9_1 MERAN HAN 

也 被 同一 蛋白 质 或 闻 一 重组 系统 的 另 一 种 成 (i) 辣 源 福 重组 涉及 到 重组 对 之 闻 DNA 序列 同 深 性 的 
分 识别 。 在 重组 对 之 间 可 以 有 同 源 性 , 因为 识别 。 同 渡 性 重组 要 求 同 源 性 的 最 低 长 度 因 不 同 的 机 
个 中 间 步 驳 要 求 同 源 性 。 但 蛋白 质 和 DNA， 这 此 部 位 的 重组 。 重组 位 点 的 识别 涉及 到 蛋白 质 与 
借 白 质 和 和 蛋白质 之 间 的 作用 是 关键 。 DNA 和 蛋白 质 与 蛋白 质 的 相互 作用 。(3) 转 座 发 生 在 
1E A 8l —/- DNA 序列 中 而 不 依赖 序列 的 码 。(q) 蜡 党 重组 发 生 在 短 的 DA 序列 , 低 于 同 拔 性 重 
同 源 性 , 转 座 可 使 一 定 的 DNA 片段 从 一 个 区 年 所 要 求 的 长 度 。 这 些 序列 可 以 有 一 些 同 源 性 但 也 可 
色 体 的 - :个 部 位 转移 到 另 一 部 位 。 它 也 是 涉 Eis. SERRA ICRCSEEUU IO UNT, D (ea 
及 到 蛋白 质 与 DNA 和 看 白质 与 蛋白 质 的 相 ESABI DNA EAI 

互 作 用 ,但 在 这 里 ,只 是 重组 对 的 一 个 被 催化 转 座 的 蛋白 质 识 别 。 该 蛋白 质 正 确 地 识别 转 
座 子 末端 ,然后 同一 个 相对 无 限 的 对 部 位 反应 。 

(4) 异常 重组 异常 重组 分 为 两 类 ,未 端 连接 和 链 滑动 。 在 这 两 种 反应 中 的 特征 是 
重组 对 中 很 少 或 没有 序列 同 源 性 ,因此 ,异常 重组 有 时 被 称 为 非 同 源 性 重组 。 但 因 在 异常 
重组 中 微小 同 源 性 常 有 一 -种 作用 ,所 以 “ 非 同 源 性 重组 ”一 词 易 引起 误导 。 

重组 反应 分 类 为 同 源 性 重组 、 位 点 特异 性 重组 , 转 座 和 异常 重组 是 在 该 领域 里 产生 
种 远 辑 分 类 的 标准 方式 (也 便于 更 好 地 理解 在 重组 过 程 中 的 不 同 机 制 )。 但 是 应 当 考虑 到 
许多 重组 反应 利用 不 止 一 种 机 制 进行 ,例如 ;Tn10 的 转 座 涉 及 到 转 座 和 同 源 性 重组 ; 免 
AREO VDJ 连接 涉及 到 位 点 特异 性 识别 和 一 种 类 似 异常 重组 的 末端 连接 过 程 , 醉 母 接 
台 型 的 转换 既 具 有 同 源 人 性 重组 各 位 点 特异 性 重组 的 特征 ,也 具有 复制 转 座 过 程 的 特征 等 
等 。 舅 外 在 有 关 的 重组 机 制 没有 十 分 清楚 之 前 ,分 类 也 是 很 困难 的 。 本 书 将 较 详细 介绍 
同 源 重 组 , 转 座 (包括 反 转 座 )、 位 点 特异 性 重组 ,异常 重组 和 免疫 球 蛋白 多 样 性 的 产生 以 
及 由 重组 等 原因 引起 的 DNA 序列 的 重 排 和 扩 增 。 

看 组 是 遗传 学 的 基石 ,能 够 定位 基因 的 彼此 位 置 , 然 后 再 用 这 些 定位 信息 对 实验 机 体 
的 染色 体 进行 操作 和 理解 ,是 现代 生物 学 的 心脏 。 赴 仅 仅 同 源 性 重组 被 广泛 地 应 用 于 该 
目的 ,而 且 其 他 的 重组 机 制 也 是 如 此 。 转 座 元 件 可 以 将 基因 引入 到 染色 体 ,或 灭 活 基因 。 
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位 点 特异 性 重组 系统 引入 特异 重组 反应 臣 理 想 的 DNA 序列 。 蜡 常 重组 能 被 内 于 整合 任 
faf DNA 序列 到 一 个 基因 组 中 。 通 过 同 源 性 重组 将 DNA 序列 引入 真 核 基 因 组 已 经 为 研 
究 高 等 生物 开辟 了 - :条 新 途径 。 一 个 含有 贰 基因 的 细胞 产 牛 一 个 完整 的 转基因 机 体 的 能 
力 , 探 完 在 整个 机 体 中 一 个 特殊 基因 的 作用 是 可 能 的 。 

通过 遗传 图 已 经 可 能 研究 进 传 性 疾病 ,疾病 基因 座 的 鉴定 已 经 能 够 浴 断 许多 疾病 。 
最 后 ,重组 技术 对 基因 治疗 新 技术 的 发 展 正 在 做 出 贡献 ,基因 治疗 能 针对 遗传 病 本 身 引起 
的 原因 进行 治疗 。 野 生 型 基 围 引 和 到 受 罕 党 基因 影 殉 的 组 织 中 以 补偿 先 去 的 或 不 正确 的 
信息 。 这 些 技术 和 方法 在 几 年 后 可 望 得 到 迅速 发 展 。 


第 二 节 ” 同 源 性 重组 ?5 
一 、 同 源 性 重组 是 重要 而 复杂 的 过 程 


TESIUIR 8E ,是 个 巨大 的 DNA 分 子 连接 起 来 并 交换 序列 是 个 十 分 复杂 的 过 程 。 同 源 
性 重组 常常 只 发 生 在 两 个 DNA 分 子 的 同 源 区 。 这 样 这 些 区 域 必 须 排列 起 来 ,以 便 它们 
能 被 宙 弄 并 再 连接 。 在 重组 点 的 两 仙 必 须 改 变 它们 彼此 的 构象 。 这 一 复杂 的 过 程 涉及 到 
多 种 功能 。 

间 源 性 重组 是 两 个 DNA 双 螺 旋 之 间 的 反应 。 它 的 最 主要 特征 是 相关 的 酶 可 以 利用 
任何 一 对 向 源 序列 为 底 物 (虽然 一 些 序 列 要 优 于 另 -- 些 )。 整个 基因 组 的 各 个 部 分 重组 频 
率 并 不 保持 恒定 , 它 要 受 全 局 及 局 部 因素 的 影响 。 总 体 的 频率 在 卵细胞 和 精细 胞 中 可 能 
是 不 同 的 ,在 人 类 ,女性 重组 的 频率 是 田 性 的 两 信 。 在 基因 组 中 其 频率 也 取 次 于 染色 体 的 
结构 。 例 如 ,在 异 染 色 质 附近 遗传 物质 的 交换 要 受到 抑制 。 

间 源 性 重组 发 生 在 DNA 的 同 源 序列 之 间 , 真 核 生物 减 数 分 裂 时 的 染色 单 体 之 间 的 
交换 , 某 些 低 等 真 核 生物 及 细菌 的 转化 . 转 导 .接合 ,噬菌体 的 重组 等 都 属于 同 源 人 性 重组 这 


二 、 进行 同 源 性 重组 的 基本 条 件 


(1) 存 交换 区 具有 相同 或 相似 的 序列 癌 源 性 重组 的 显著 特征 是 在 发 生 交换 的 
DNA. 的 两 个 区 域 的 核 苷 酸 序 列 必 须 是 相同 或 很 相似 的 - 闻 一 物种 的 不 同 个 体 中 ,DNA 
分 子 核 苷 酸 序 列 常常 是 几乎 一 样 的 。 两 个 同 源 兴 色 体 的 DNA 分 子 同样 区 域 中 序列 一 般 
是 相间 的 。 间 源 性 重组 常常 只 发 生 在 两 个 DNA 分 子 中 的 相同 部 位 。 两 个 DNA 分 子 中 
不 疗 部 位 间 的 重组 有 时 也 会 发 生 ,因为 在 DNA 分 子 中 ,同样 或 类 做 的 序列 有 时 可 和 抑 于 多 
处 。 这 种 类 型 的 重组 称 为 异 位 重组 , 它 可 引起 DNA. 序列 的 缺失 、 复 制 , 倒 位 和 其 他 DNA. 
的 重 排 等 。 细 胞 已 经 产生 一 种 特殊 的 机 制 以 防止 蜡 位 重组 的 发 生 ， 

，(2) 双 链 DNA DFZ M EARR 我 们 知道 只 有 一 种 机 制 可 以 使 核酸 
以 序列 为 基础 而 相互 识别 :这 就 是 单 链 之 间 的 互补 。 两 个 DNA 分 子 的 链 之 间 互 补 的 碱 
其 配对 确保 重组 只 发 生 在 同样 的 基因 座 之 间 , 也 就 是 DNA 分 子 的 相同 的 部 位 。 在 该 部 
位 两 个 双 链 DNA 分 子 通 过 链 之 间 互 补 的 碱 基 配 对 被 维系 在 一 起 称 为 联 会 ,所 有 的 同 源 
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性 重组 必须 涉及 到 联 会 的 形成 。 

GJE EPAR DNA MIRET ANA ER .连接 和 重组 体 的 灵 放 是 重组 
的 中 心 坏 节 。 在 重组 中 两 个 DNA 分 子 之 间 的 序列 发 生 交换 。 因 此 ,每 个 分 子 的 链 必须 
首先 断裂 ,然后 进行 修复 和 连接 。 重 组 完成 后 ,重组 分 子 的 解 离 和 释放 等 过 程 均 是 在 酶 催 
化 下 进行 的 ,参与 重组 反应 的 酶 保证 重组 的 顺利 进行 。 在 原核 生物 中 这 些 酶 研究 得 较为 
清楚 。 

《4) 民 源 双 链 区 的 形成 ” 同 源 件 重 组 时 ,在 两 个 DNA 分 子 之 间 互 补 碱 基 配对 的 区 
域 称 为 异 源 双 链 区 。 一 个 亲 代 DNA 双 螺 旋 分 子 与 另 一 个 亲 代 DNA 双 螺 旋 分 子 通过 一 
段 异 源 DNA 双 螺 旋 共 价 相互 连接 。 因 为 这 些 区 域 的 链 来 自 不 同 的 DNA 分 子 。 也 就 是 
Ht PIE IS DNA 分 子 的 链 形成 异 源 双 链 DNA, 


三 、 同 源 性 重组 的 分 子 模型 
L. Holliday 双 链 侵入 模型 


第 一 个 被 广泛 接受 的 重组 模型 是 1964 年 由 Robin Holliday 提出 的 Holliday 和 模型 (图 
9 -2)。 根 据 这 个 模型 ,在 将 发 生 重组 的 两 个 DNA 分 子 中 ,通过 在 两 个 DNA 分 子 的 同一 
部 位 两 个 单 链 的 断裂 而 引发 重组 。 然后 两 个 断裂 的 单 链 的 游离 末端 彼此 交换 ,每 一 条 链 
同 另 -分 子 的 互补 序列 配对 形成 两 个 异 源 双 链 。 然后 末端 彼此 连接 产生 十 字 栏 的 结构 称 
为 Holliday 连接 体 (Holliday junction), 它 由 两 个 双 链 分 子 通过 它们 交换 的 链 连 在 一 起 。 
Holliday 连 接 体 是 所 有 重组 模型 的 核心 (图 9- 3)。 
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图 9-2 Holliday ift f£ IE t its 
每 个 DNA 分 子 的 一 条 链 在 同样 位 置 被 切 开 , 热 后 局 另 一 个 分 子 的 互补 链 配 对 形成 异 源 双 链 。 热 后 尾 被 连接 形成 
Holliday 连接 体 。 这 种 DNA 结构 在 [型 和 型 之 间 可 以 异 构 化 。 拆 分 后 使 Holiday 连接 体 分 离 , 子 代 DNA B 
T Holliday 2E SE fn H3 de S AMI Hi. ABa b 将 被 重组 或 仍然 处 于 原来 的 构象 , 子 代 DNA 分 子 将 含有 蜡 
RREK 


一 且 Holliday 连接 体形 成 后 , 它 能 进行 重 排 从 而 改变 链 的 彼此 关系 。 这 种 重 排 称 为 
异 构 化 ,因为 在 此 过 程 中 没有 键 的 割裂 。 如 图 9 - 2 所 示 , 第 一 种 异 构 化 引起 交接 链 处 在 
没有 交换 的 构象 1 的 位 置 。 第 二 种 异 构 化 产生 构象 II, 在 构象 II 中 ,两 个 双 链 DNA 分 子 
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图 9-3 网 戎 质粒 存在 Holliday 3k HEP ue Ha Cr ERE ) 
CO BC BHFEBI SUR Fr, — (BEAR EUM R TEA TUS 3X E PRI EISE HERE T EA Holliday 连接 体 的 形式 融合 
iE— EXE d, (2) RE PUER Ee TE- Up BUR ES PE DEO SRL L8 ETE FE CER B DL EIE — TEE ER 
(3)DNA 经 部 分 变性 后 展开 ,在 Holliday 3k Fz Hi sb , T URL 4 A85 CH. Potter and D. Dressler) « 
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的 末端 处 在 彼此 重组 的 构象 中 ，Hojlliday 连接 体能 由 一 种 类 型 转变 为 另 一 种 类 型 而 在 碱 
基 之 间 设 有 任何 氮 键 的 断 有 型 . 由 -种 构象 转变 为 另 一 种 构象 不 需要 能 量 , 所 以 能 很 快 发 
千 , 每 种 构象 存在 的 概率 备 占 5096. 

一 旦 形成 Holliday 连接 体 后 ,就 能 被 拆 分 。 是 否 发 生 重 组 依赖 于 拆 分 时 Holliday H 
接 体 的 构象 。 邵 果 连 接 体 是 在 构象 【 拆 分 ,两 侧 的 DNA 序列 将 不 发 生 重组 。 但 每 一 个 双 
螺旋 皆 含 一 段 由 于 交换 事件 而 留 下 的 遗传 信息 发 生变 化 的 DNA 片段 。 然 而 如 果 Holli- 
day 连接 体 是 以 构象 IT 形式 存在 , 当 它 拆 分 时 ,DNA 序列 将 被 交换 , 象 在 两 侧 和 遗传 标记 所 
出 的 那样 (图 9 - 2). 

Holliday 连接 体 也 能 通过 磊 基 之 问 氢 键 的 断裂 和 再 连接 而 发 生 左右 移动 。 这 个 过 程 
称 为 支 链 迁移 (branch migration) 见 图 9- 4。 当 交互 连接 移动 时 ,同样 数 是 的 氢 键 断裂 和 
再 形成 ,不 秽 要 能 量 。 BETR s: G 
HERBER, AKIR HO c 


3 ' 
够 迅速 ,所 以 不 能 有 效 地 进行 支 
链 迁 移 。 特 异 的 ATP 水 解 蛋 门 s A 5 
似乎 是 在 支 链 迁 移 中 所 需要 的 “5 H y 


WA 9 -4 Bros, Æ Holliday 连 
BUR Hn xe st BU Eae BEI m 5 S , 
KKE., 如果 一 个 异 源 双 链 扩 ; 
展 到 含有 不 同 序列 的 区 域 , 将 发 
^E ERG ,这 可 能 导 臻 基因 转换 。 
Holliday 模型 被 称 为 双 链 侵 v 
入 模型 ,因为 由 每 -- 个 DNA 分 


图 9-4 Holiday 连接 体 的 迁移 
六 的 一 条 链 侵 入 到 另 ， 个 DNA 两 条 DNA 分 子 之 间 形 咸 的 安 互 点 可 以 沿 DNA 向 任意 方向 移动 ,这 一 过 
分 子 , 它 解释 了 在 重组 时 ,两 个 班 叫 链 证 移 。 链 迁移 改变 了 交叉 点 的 位 置 和 和 异 源 双 链 的 长 度 。 但 Holi- 


DNA 分 子 的 异 源 双 链 是 如 何 形 uu T E AMA Rh 
成 的 。 然 而 ,这 种 模型 存在 的 - (也 就 是 异 源 双 链 区 )。 异 源 双 链 区 用 笠 线 表示 ,因为 一 个 DNA 分子 
个 问题 是 两 个 DNA 分 子 必须 同 “在 该 区 有 一个 突 诡 ,在 异 源 双 链 区 形成 两 个 错 配 部 位 GA 和 CT 
时 几乎 在 同一 部 位 被 切断 而 引发 重组 。 但 是 当 碱 基 被 藏 在 双 链 DNA 螺旋 的 内 部 ,而 不 
能 随意 地 与 另 一 个 DNA 分 子 配 对 时 ,两 个 相似 的 DNA 分 子 在 它们 被 切断 之 前 是 如 何 为 
配对 而 排列 在 一 起 的 呢 ? 如 果 两 个 DNA 分 子 不 被 排列 在 -- 起 ,它们 如 何 能 在 确切 的 则 
样 部 位 被 切断 呢 ? 为 了 回 等 这 个 问题 ,Holliday 认为 在 DNA 分 子 上 存在 某 些 位 点 ,这 些 
位 点 能 被 特殊 的 引发 重组 的 酶 切断 。 然而 ,还 没有 足够 的 证 据 证 明 这 些 位 点 的 存在 ,而 重 
组 似乎 多 少 有 些 随 机 地 发 生 在 整个 DNA 分 子 的 任何 部 位 。 

尽管 有 这 些 问题 ,Holliday 双 链 侵入 模型 已 被 作为 一 个 标准 模型 。 几 乎 所 有 的 重组 
模型 都 涉及 到 Holliday 连接 体 和 支 链 迁移 。 它 们 之 同 的 差别 主要 存在 早期 阶段 ,在 Holli- 
day 连接 体形 成 之 前 。 


2. 单 链 侵入 模型 


有 -- 种 方式 可 以 克服 Holliday 模型 中 存在 的 问题 ,就 是 单 链 侵 入 模型 ,是 对 Holliday 
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模型 的 修改 (图 9 - 5$)。 在 该 模型 中 ,两 个 DNA 分 子 中 的 一 个 单 链 在 随机 部 位 被 切断 , 然 
后 暴 饼 的 末端 侵 人 到 另 一 个 双 链 DNA 分 子 ,直到 发 现 它 的 互补 序 州 。 如 果 它 发 现 这 样 
一 个 序列 , 它 将 蔡 代 一 条 与 它 相 同 的 链 。 然 后 DNA 率 合 酶 用 留 下 的 那 条 链 做 为 模板 ,将 
充填 上 侵 人 链 所 留 下 的 缺口 。 被 蔡 代 的 链 被 降解 , 它 的 残留 末端 与 男 一 分 子 中 新 合成 的 
DNA 链 相 连接 形成 Holliday 连接 体 ， -E Holliday 连接 体形 成 , 像 Holliday 模型 - - 样 , 产 
生 异 构 化 然后 拆 分 。 


疼 9-5 单 链 侵 人 模型 
单 链 委 人 模型 。 在 两 个 DNA 分 子 中 的 一 个 单 链 发 生 断 虱 ,游离 出 -个 单 链 末端 全 入 到 另 一 个 DNA SPP. 
Nf DNA BF Pk EL B DNA 竖 合 酶 进行 修复 (虚线 )。 在 归 个 DNA 5b d gc BEIC BS BEBE, TTE A c BYE 
ROLA) FE P EHEORUSECR BUS (4E RERBA DNA 分 子 中 的 -个 形成 , 支 链 迁 称 将 在 咽 一 个 DNA 
分 于 上 产生 另 一 个 蜡 尘 双 链 。 像 在 Holliday 模型 - 样 , 异 构 化 使 两 翻 的 DNA 分 子 重组 ， 


通过 这 个 模型 , 异 源 双 链 首先 只 在 两 个 DNA 分 子 中 的 一 个 形成 。 然 而 - 旦 Holliday 
连接 体形 成 , 支 链 迁移 能 在 男 一 个 DNA 分 子 上 产生 异 源 双 链 。 这 就 解释 了 两 个 DNA 分 
子 中 异 源 双 链 是 如 何 形成 的 。 


3. 双 链 断裂 修复 模型 


在 DNA 分 子 中 ,通过 双 和 链 电 列 引发 重组 看 起 来 是 不 可 能 的 。 WFE DNA 分 子 两 条 
链 中 一 条 链 发 生 断 歼 , 另 一 条 链 仍然 将 分 子 维系 到 一 趣 , 然 而 如 果 驳 链 发 生 断 裂 ,DNA 分 
子 的 两 部 分 可 能 被 分 开 ,这 可 能 是 - -个 致死 的 过 程 , 这 样 双 链 断 裂 模 型 首先 被 排除 。 然 
唔 ,现在 似乎 是 很 明确 了 ,两 个 DNA 分 子 之 中 的 - -个 双 链 发 后 断裂 可 引发 重组 ,至 少 在 
Ast UT dix FE, 
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发 重组 第 一 个 证 据 来 自 醇 母 的 遗传 实验 。 后 来 证 明 , 道 过 双 链 断裂 引发 重组 是 个 常见 的 
机 制 。 如 细菌 .噬菌体 和 低 等 真 核 生 物 的 归 梨 DNA 内 切 酶 (homing DNA endonucleases) 
吓 因 产生 双 链 断裂 而 引发 重组 。 
冯 链 断 烈 重 组 模型 认为 ,参与 重组 的 一 对 DNA 分 子 之 一 的 两 条 链 被 核酸 内 切 酶 切 
断 , 然 后 在 核酸 外 切 酶 作用 下 扩展 为 - -个 缺口 ,并 在 (一 种 或 几 种 ) 核 酸 外 切 酶 的 作用 下 产 
全 3" 单 链 莫 性 末端 ,此 两 个 3 游离 未 映 之 一 侵 人 到 另 一 个 双 螺 旋 的 同 源 区 ,车 换 “ 殿 体 ” 


当前 的 重组 模型 认为 ,遗传 信息 的 交换 是 由 双 链 的 断裂 而 引发 的 。DINA 双 链 断裂 引 


双 螺 旋 的 一 个 单 链 府 形 成 一 段 异 源 双 链 DNA, 并 同时 产生 一 个 了 环 (D-lcop)。 此 D 环 由 
于 利用 3" 游离 末端 为 引物 ,在 DNA 来 合 酶 作用 下 的 修补 合成 而 扩展 。 最 终 D 环 的 长 度 
变 得 与 “ 爱 体 "染色 体 的 缺口 长 度 相 当 。 当 突出 的 单 链 到 达 缺 口 的 另 一 端 时 ,互补 的 两 条 
单 链 退火 。 此 时 在 缺口 的 两 侧 各 有 一 段 异 源 双 链 DNA, 并 且 此 缺口 被 中环 单 链 DNA 所 
占据 。 
缺口 处 双 链 的 完整 性 可 以 被 以 缺口 3' 端 为 起 始 的 修补 合成 来 恢复 。 总 的 来 说 ,缺口 
是 被 两 次 单 链 DNA 的 合成 而 修复 的 (图 9-6), 
3 和 一 一 
-—- T 
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89-6 IUE NEN BLU 
41) 两 个 DNA 分 子 中 一 个 DNA 分 子 双 链 断 型, 第 头 指出 5 谢 发 生 降解 。{2)3’ 端 侵 人 到 另 一 DNA 分 子 中 并 置换 
HAWE, (DNA 诊 合 酶 以 3 庙 为 引物 进行 修复 直到 和 SURHGEB OR GRE). BA Holiday 连接 体形 成 。 


支 链 迁移 使 这 一 结构 转换 成 一 个 具有 两 个 重组 连接 体 的 分 子 。 也 就 是 有 两 种 Holli- 
day 连接 体形 成 。 是 否 发 生 重 组 依赖 于 在 拆 分 时 两 个 Holliday 3E Bt fk E 28 T BERERE 
如 果 两 者 处 于 相同 的 构象 1 或 II( 图 9- 2), 当 它们 被 拆 分 时 , 则 不 发 生 交换 ,这 样 就 不 发 
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EEH. AA -个 双 嵌 旋 皆 含 一 段 异 源 双 链 。 然 而 如 果 两 个 Holliday X & Fe sb TEARS fi] 
的 构象 时 , 拆 分 后 将 发 生 重 组 . 

TUS RUE, Sg aei Bo D EJ BS P H3 dr DNA 的 形成 。 在 此 两 个 杂 合 双 螺 
旋 之 问 为 断 错 的 缺 帅 ,并 有 卫 此 缺口 为 " 供 体 "DNA 序列 所 填充 。 因 此 异 源 双 螺旋 序列 的 排 
布 是 非 对 称 的 ,一 个 双 螺 旋 分 子 的 部 分 序列 被 另 一 双 螺旋 分 子 的 相应 序 列 所 替换 (这 就 让 
引发 重组 的 染色 单 体 被 称 为 " 受 体 "的 原因 )。 

双 链 断裂 模式 并 设 有 踪 低 形成 异 源 双 链 DNA 的 重要 性 ,并 且 仿 为 钠 个 双 螺 旋 分 子 
间 相 互 作用 唯一 似乎 合理 的 方式 。 

在 前 两 个 模型 中 ,在 重组 过 程 的 任意 阶 占 都 没有 遗传 信息 的 丢失 ., 但 在 双 链 断 弄 模 
型 中 ,起 始 断 裂 之 后 , 紧 接 着 就 是 遗传 信息 的 天 失 ,， 在 恢复 这 些 信息 的 过 程 中 ,任何 错误 
邦 可 能 是 煞 命 的 。 但 另 一 方面 , 止 其 道 过 另 一 冯 蝶 旋 量 重新 合成 针尖 信息 的 这 一 能 力 提 
供 了 细胞 的 王 要 安全 屏 啼 、 


四 、 联 会 复合 体 


鼻 校 细胞 染色 体 的 联 会 是 在 分 水平 上 最 准 解释 的 -个 阶段 。 染 色 体 复制 后 进入 减 
数 分 型 过 徇 , 同 源 染 色 体 配对 形成 联 会 复合 体 。 许多 年 来 人 们 -: 直 认为 它 有 可 能 代表 重 
组 过 可 中 DNA 交换 的 一 个 预备 阶段 。 最 近 的 观点 认为 联 会 复合 体 是 重组 的 结果 而 林 是 
其 发 生 的 诛 因 。 但 基 不 论 哪 种 傅 况 ,我 们 器 不 清楚 联 会 复合 体 的 结构 与 DNA AT 
接触 间 的 确切 关系 .. 

在 这 BREL, Ri e fn, P est BIOS DUNS 2 MULA TEC RE UIS CH EA HII FL ij 
个 侧 成 分 被 -个 细微 但 密集 的 中 央 成 分 所 分 离 ， 此 三 股 平 行 而 密集 的 线 状 结构 位 于 同 -. 
平 徊 并 央 绕 其 轴线 而 招 曲 。 在 此 结 枸 中 同 源 染 色 体 间 的 距离 大 于 200 nm(DNA 分 子 直 
径 为 2.6 nm); 因此 理解 此 复合 体 作用 的 一 个 主要 难点 在 于 ,虽然 它 使 同 源 染 色 体 排列 
到 一 起 ,但 远 没有 做 到 使 它们 之 间 相 互 接触 ， 


重组 的 发 生 位 点 .但 它们 是 否 昆 重 组 发 生 的 位 把 AAEN. 

近期 的 实验 RB f RHA (Drosophila ) 或 辟 母 中 ,所 有 阻止 染色 体 配 对 的 突变 同时 也 
阻止 重组 的 发 生 。 在 少数 几 个 系统 中 ,重组 事件 可 以 在 分 子 和 细胞 水 平 上 - 术 比 较 , 酉 酒 酵 
PECS. cerevisiae ) RIA A DIERE E 2g 了 进展 ,图 9-7 为 重组 在 分 -让 和 细 
RUKE LEJI MA E, 

UTI RER RN Te SERE RE R EE AREE, 在 一 
个 序列 为 另 - 个 序列 所 取代 的 接合 型 的 变换 中 ， 首先 涉及 到 双 链 断 殊 。 双 链 断 裂 也 发 生 
在 减 数 分 裂 早 期 的 特殊 位 点 上 ,这些 位 点 被 称 为 重组 的 热点 重组 的 频率 在 热点 的 一 侧 
或 两 侧 以 梯度 形式 衰减 。 热点 即 为 重组 起 始点 ,梯度 反映 出 重组 过 程 可 能 是 由 此 而 护 恢 
开 的 。 

我 们 现在 可 以 在 分 子 水 平 上 解释 这 一 观点 。 如 图 9 - 6 Fh ORBE P EAEL 
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的 DNA 末端 ,两 个 平头 末端 很 快 转换 为 3 单 链 黏 性 末端 。 一 个 不 能 使 平头 末端 转换 为 
单 链 黏 性 末端 的 酵母 突变 体 (xad 50) 不 能 进行 重组 。 这 表明 双 链 断裂 是 重组 所 必须 的 。 
梯度 的 产生 则 是 由 于 产生 单 链 区 的 可 能 性 随 其 与 断裂 点 之 间 的 距离 增加 而 降低 。 

双 链 断 谭 的 出 再 和 随后 消失 大 约 经 过 60 分 钟 。 双 链 断 裂 消 失 后 不 扩 即 产生 第 一 个 
交 联 分 子 ,并 且 ,一 般 认 为 ,此 交 联 分 子 是 重组 的 中 间 体 。 这 些 过 程 的 发 生 顺 序 表明 双 链 
断裂 .配对 反应 和 重组 子 结构 的 形成 是 在 染色 体 的 同一 位 点 连续 发 生 的 。 

双 链 断 异 发 生 在 轴 心 体 (axial element) 形 成 期 间 , 并 且 随 着 配对 的 染色 体 转换 成 联 会 
复 会 体 的 过 程 而 消失 。 这 一 相对 的 时 间 顺 序 表明 联 会 复合 体 的 形成 是 由 双 链 断 型 引发 重 
组 和 随后 转换 成 重组 中 间 栖 的 结果 。 实 验 观测 到 的 rad 50 突变 种 不 能 使 辅 心 体 转换 成 
联 会 复合 体 的 事实 支持 这 种 观点 。 这 就 说 明 传 统 的 ,认为 在 减 数 分 型 中 , 联 会 复合 体 的 存 
在 表明 染色 体 只 有 在 配对 后 才能 发 生 重组 的 观点 是 不 正确 的 。 

确定 重组 是 否 发 生 在 联 会 阶段 是 很 困难 的 ,因为 重组 是 通过 对 碱 数 分 裂 后 重组 子 的 
产生 而 评估 的 。 但 是 ,在 酵母 ,重组 子 的 产生 可 直接 根据 含有 诊断 性 限制 性 酶 切 位 点 (di- 
agnostic restriction sites)PJ DNA 分 子 的 产生 进行 评估 。 实 验 表 明 , 在 粗 线 期 的 末期 即 有 
B T PUE ,这 清楚 地 表明 ,重组 过 程 起 始 于 联 会 复合 体形 成 之 前 ,重组 过 程 的 完成 在 联 
会 复合 体形 成 之 后 。 | 

所 以 , 联 会 复合 体 的 形成 是 在 引发 重组 的 双 链 断 型 之 后 ,并 一 直 哥 持 到 重组 分 子 的 形 
成 。 这 表明 在 染色 体 配 对 后 联 会 复合 体 的 形成 是 染色 体重 组 的 一 个 结果 ,并 且 是 随后 的 
减 数 分 裂 阶 段 所 必 澳 的 。 一 个 联 会 复合 体形 成 的 酵母 突变 体 (xzipI ) 能 去 除 交 换 干 扰 ( 一 
个 重组 过 程 能 抑制 附近 另外 一 个 重组 发 生 的 能 力 )]。 这 表明 联 会 复合 体 的 形成 可 能 在 重 
组 位 点 被 引发 ,而 且 此 复合 体 沿 染色 体 的 扩展 本 身 抑制 进一步 重组 事件 的 发 生 。 在 这 种 
情况 下 ,重组 事件 可 能 并 不 完全 是 被 同时 引发 的 ,并 且 联 会 复合 体 有 可 能 在 重组 引发 时 开 
始 形 成 并 在 重组 尚未 结束 时 完成 。 这 一 关于 联 会 复合 体 抑制 重组 的 看 法 和 早期 的 关于 它 
对 重组 起 主要 作用 的 假说 形成 了 鲜明 的 对 照 。 

从 分 子 水平 来 看 ,我 们 可 以 推测 当 同 源 染 鱼 体 相互 识别 之 后 ( 依 某 种 未 知 方式 ) , 双 链 
的 断裂 产生 单 链 末端 ,并 且 此 末端 开始 了 搜寻 互补 序列 的 过 程 。 搜 寻 的 结果 可 能 是 两 个 
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双星 旋 的 同 源 区 发 生 连 接 并 使 它们 相互 问 是 够 接近 并 引发 联 会 复合 体 的 形成 。 我 们 仍 不 
清楚 当 重 组 体 被 观察 到 之 前 ,在 粗 线 期 发 生 了 什么 。 也 许 重 组 的 一 些 随后 步 毕 如 链 交 换 
的 扩展 ,DNA 的 合成 和 重组 体 的 释放 在 这 -期间 发 生 。 

仁 减 数 分 裂 的 下 一 阶段 ( 双 线 期 ), 联 会 复合 体 消失 ,染色 体 间 的 交叉 变 得 可 见 。 这 些 
连接 点 已 被 假定 为 遗传 信息 发 乍 了 交换 的 表 入 ,但 基 在 分 子 水 平 上 的 特性 并 不 清楚 。 它 
们 有 可 能 代表 完全 交换 的 残留 物 或 代 才 遗传 信息 发 生 交 换 后 尚未 解 高 的 染色 体 同 源 部 分 
的 连接 。 企 减 数 分 裂 的 随后 阶 段 , 这 些 连 接点 迁移 到 染色 体 的 本 端 。 这 种 可 变性 表明 这 
些 变 尽 点 代表 重组 的 残留 牧 而 不 赴 重 组 的 中 间 体 。 
重组 发 生 在 减 数 分 型 的 染色 体 的 分 立 的 位 点 上 ,但 是 我 们 还 不 能 把 这 些 位 点 与 已 观 
察 到 的 分 业 的 结构 单位 (重组 小 结 和 交 丸 点 ) 相 关联 。 但 是 在 酵母 中 ,对 -一些 存 在 于 这 些 
分 训 位 点 上 的 蛋白 质 的 鉴定 有 助 于 存 分 了 水 平 上 提供 了 解 这 些 分 立 结 构 形 成 的 一 些 线 
Re RER AAAI MSH4( 与 一 种 参与 细菌 不 配对 修复 的 蛋白 质 有 关 )、DmCl 和 
Rad51(C( 大 肠 杆 菌 RecA 蛋白 的 类 似 物 )。 这 些 蛋 白质 在 重组 中 的 确切 作用 尚 不 清楚 。 

重组 是 一 个 受 控制 的 过 程 ,只 有 一 小 部 分 经 相互 作用 而 最 终 完成 交换 。 遂 常情 况 下 ， 
每 对 同 源 染 色 体 只 获得 1~2 个 交换 , 同 源 染 色 体 不 发 生 交 换 的 可 能 性 特别 低 ( 0.196), 
这 种 过 程 可能 是 单一 交换 控制 的 结果 ,因为 在 某 此 突变 体 中 ,交换 的 非 随机 性 通常 被 破 
坏 。 并且, 重组 过 程 是 完成 减 数 分 裂 所 必须 的 。 由 于 检验 系统 的 存在 ,如 果 没 有 发 生 重 
组 , 减 数 分 展会 受到 抑制 。 当 重组 完成 后 ,此 种 抑制 则 消除 。 这 一 安全 系统 确保 在 重组 未 
发 生 之 前 ,细胞 不 会 发 生 分 裂 。 


五 基因 转换 


同 源 性 重组 时 有 异 源 冯 链 DNA 形成 ,处 于 异 源 双 链 区 两 侧 的 基因 在 Holliday 连接 体 
拆 分 时 ,可 以 发 生 交互 重组 ,也 可 木 发 生 交互 重组 ,对 于 位 于 异 源 双 链 区 内 的 基因 或 遗传 
标记 ,不 论 拆 分 以 何 种 方式 进行 都 可 能 在 这 些 部 位 发 生 遗 传 学 变化 。 异 源 双 链 DNA X 
螺旋 的 参与 解释 了 等 位 基因 间 重 组 的 特性 ， 等 位 基因 间 的 重组 对 异 源 双 链 模型 的 发 展 起 
到 了 推动 作用 . 同 源 性 重组 时 ,在 重组 位 点 染色 体 发 生 断 异 和 重新 结合 ,并 由 此 产 牛 -个 
互补 对 。 在 单 -基因 附近 , 异 源 疫 链 DNA. 的 形成 本 身 和 重组 有 关 。 THENTE BI 
CAscom ycetes ) 来 研究 独立 的 重组 事件 ,这 是 由 于 在 TERATE- -次 碱 数 分 弄 的 产物 被 
包 庄 半 一 个 大 的 细胞 中 (被 称 为 于 夺 ), 更 为 有 利 的 是 由 减 数 分 裂 而 产生 的 4 个 单 倍 体 核 
排 成 一 列 。 实 际 上 ,这 4 个 核 在 产生 之 后 又 发 生 了 -KHADR ,因此 共有 S 个 单 倍 体 核 
排 成 一 烈 。 图 9-8 所 示 , 这 8 个 单 倍 体 核 的 每 一 个 皆 有 效 地 代表 了 E SCA EE Bro ^E qu 
4 个 染色 体 的 8 条 DNA 单 链 的 遗传 特征 。 

在 大 多 数 郊 子 中 ,一 个 杂 合 子 经 减 数 分 列 , 每 -- 个 等 位 基因 应 产生 4 个 拷贝。 但 在 - - 
些 孢 子 中 这 一 比例 则 显示 异常 。 这 一 现象 可 被 解释 为 并 等 位 基因 不 同 的 区 域内 由 于 形成 
异 源 双 链 DNA 并 在 等 位 基因 有 差别 的 区 域 进 行 校正 所 造成 的 。 此 图 所 示 为 由 于 重组 的 
发 年 使 4 条 经 减 数 分 裂 的 染色 体 的 两 个 合 - . 段 杂 合 DNA, 这 是 由 双 链 断裂 而 引发 重组 的 

假设 两 个 等 位 基因 只 因 单一 位 点 的 突变 而 存在 差异 , 当 经 过 链 的 交换 而 产生 杂 合 
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图 9-8 CDIXEDECT ER IIRUPUTALN SOR 
(DEE: (ARARE, HARROA) -条 异 源 双 链 被 烽 复 出 现 3:5 的 分 离 比例 
(4) 丙 条 异 源 让 链 按 同 -方向 进行 娇 正 ,出 现 2:6 的 分 离 比 例 。 


DNA 后 ,这 一 杂 合 DNA 双 链 则 会 在 突变 位 点 处 不 匹配 ,每 一 个 DNA 链 携带 不 同 的 遗传 
信息 。 如 果 此 序列 不 发 生变 化 , 双 链 分 离 并 随后 复制 , 则 每 一 个 链 产 生 - DNA XURR 
旋 , 并 且 自 身 的 遗传 信息 得 以 保留 ,这 一 过 程 被 称 司 减 数 分 烈 后 分 离 {postmeiotic segrega- 
tion) ,因为 它 反映 了 在 减 数 分 型 之 后 DNA 双 链 的 分 离 。 其 重要 性 在 于 它 直 接 证 明了 在 
重组 的 DNA 等 位 基因 中 存在 异 源 双 链 DNA。 

在 考查 等 位 基因 的 重组 过 程 中 所 发 现 的 另 一 现象 为 :等 位 基因 的 比 俏 与 初始 的 4:4 
有 所 偏离 。 这 一 现象 被 称 做 基因 转 搁 (gene conversion)。 它 所 描述 的 是 一 条 染色 单 体 与 
另 一 条 染色 单 体 发 生 了 非 交 互 重 组 。 

基因 转换 是 DNA 分 子 间 链 的 交换 所 造成 的 ,在 分 子 水 平 上 ,这 种 序列 的 变化 有 可 能 
由 如 下 二 种 原因 引起 的 : 

如 图 9-6 双 链 断裂 模型 所 东 ,一 个 DNA 双 螺 旋 可 以 向 为 遗传 信息 的 供 体 ,通过 链 的 
变换 和 缺口 的 填充 而 直接 取代 受 体 中 根 应 的 序 欧 ;作为 交换 过 程 的 一 部 分 , 当 一 个 双 螺 旋 
的 :条 DNA 链 与 另 一 个 双 螺 旋 的 互补 区 发 生 配 对 时 , 则 产生 异 源 双 链 DNA。 当 修复 系 
统 识 别 不 匹配 的 碱 基 后 ,有 可 能 对 一 条 链 的 不 配对 碱 基 进 行 声 除 并 代 之 以 配对 的 碱 基 , 而 
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合 互 外 性 得 以 恢复 。 这 种 通过 对 异 源 改 链 庆 内 不 配对 碱 基 的 修复 而 进行 的 基因 校正 过 程 
称 为 基因 转换 。 这 一 事件 使 代表 一 个 等 位 基因 的 DNA 链 转换 为 另 -等 位 基因 序列 。 

基因 转换 并 不 依赖 于 父 互 重组 的 发 生 ,但 却 与 其 相关 。 很 大 … 部 分 异常 的 子 霖 显示 
在 入 位 基因 内 发 生 转 换 的 位 点 两 侧 的 标记 间 发 生 了 重组 。 如 果 此 种 异常 的 比例 是 重 纽 引 
BA RIES 2 或 图 9-6 所 示 的 那样 以 产生 和 不 产生 重组 大 致 相同 的 概率 拆 分 重 
AER) MGA- -镇 果 正 与 期 望 的 相符 合 , 这 表明 真菌 染色 体 引发 交换 的 频率 大 致 是 远 臣 离 
基因 重组 频率 所 得 数值 的 两 售 。 

当 人 在 分 子 水 平 上 考查 重组 时 ,可 以 发 现 种 种 倾向 性 。 基 因 能 以 相同 的 概率 向 任 一 方 
问 转 换 ,或 由 于 等 位 基因 的 特殊 作用 而 产生 对 某 -方向 的 倾向 性 。 重 组 的 梯度 也 许 会 仿 
离 热 点 ， 我 们 现在 知道 热点 为 双 链 断裂 的 引发 点 ,并 且 重 组 频率 的 梯度 与 断裂 点 的 间 障 
的 扩展 并 转化 成 长 的 单 链 末 端 有 关 。 

基 内 艇 各 成 员 的 序 刻 可 以 提供 关于 基因 转换 程度 的 一 些 信息 。 通 常 , 一 个 重组 的 产物 
会 相互 分 离 , 因 此 不 能 进行 DNA 的 序列 分 析 。 但 是 , 当 一 个 染色 体 含 黄 个 相互 关联 的 非 等 
位 的 基因 时 ,它们 可 以 通过 -个 “不 等 量 交 换 " 过 程 而 相互 重组 ,两 个 非 等 位 基因 间 可 以 形成 

个 异 源 双 链 。 基 因 转 换 过程 可 有 效 地 使 一 个 非 等 位 基因 转化 为 另 一 个 基因 序列 。 

在 一 个 岂 色 体 上 存在 一 个 基因 的 多 个 拷贝 的 现象 提供 了 追 啼 这 些 过 程 的 线索 。 装 
如 .如果 “个 基 内 的 一 部 分 形成 杂 合 双 螺 旋 并 发 后 了 基因 转换 , 则 这 一 部 分 的 序列 与 另 _ 
个 基因 序列 可 能 会 完全 相同 或 十 分 接近 ,而 另 一 部 分 的 序列 则 会 旺 示 较 多 的 差异 。 已 知 
的 序列 分 析 表 明 , 基 因 转 换 过 程 可 能 会 延伸 相当 长 的 距离 ,甚至 达到 几 于 个 碱 基 之 多 ， 


第 三 节 REDE T dE ngo 


和 臭 核 生物 相 比 ,大 肠 杆 获 重 组 的 分 子 基础 已 经 了 解 的 比较 清楚 ,和 重组 有 关 的 瞻 已 
得 到 鉴定 ,它们 在 重组 中 的 作用 已 基本 前 明 。 国 此 ,为 了 研究 DNA 分 子 序 列 间 相互 交换 
过 程 的 特性 ,我 们 必须 转向 细 凋 系统 。 在 这 里 识别 反应 是 重组 机 制 的 不 可 分 割 的 重要 部 
分 ,并 且 只 涉及 到 DNA 分 子 的 特定 区 域 而 不 是 完整 的 染色 体 。 但 在 分 子 水 平 上 重组 事 
件 发 生 的 先后 顺序 是 相似 的 :从 - .个 已 断裂 的 分 了 中 产生 的 单 链 与 其 对 应 的 双 螺 旋 发 生 
作用 ,配对 区 问 扩展 ,重组 中 间 体 堪 成 到 核酸 内 切 酶 解 离 此 两 个 双 螺 旋 分 子 ， 现 已 知 每 一 
阶段 所 需 的 酶 , 员 然 它们 大 概 只 代表 重组 所 需 的 菜 些 组 成 部 分 。 EFE rec ”基因 突变 种 
的 出 现 ,细菌 中 参与 重组 的 酶 已 得 到 鉴别 ( 表 9- D. rec 突变 种 的 表 型 为 这 些 突变 种 缺 
过 进行 一 般 重组 的 能 力 。 

*X9-1 大肠 杆 菌 遗 忧 重组 所 项 要 的 蛋白 质 
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RecEL S1] ERE VIL Coi A^) ] 
RecF 

Recta 

Reci 

Recty 

RecO 

RecQ 

RecR 

RecT 

RuvA 

RuvB 

RuyC 
SbcRC 外 切 核酸 酶 1) 
SbeCD 

SSR 

DNA 拓扑 异 构 栈 I 
DNA 促 旋 酶 

DNA IE SEE 

DNA RAW! 
AEREN II 
HEEN 


5 一 3 方向 的 dsDNA 外 切 酶 

8&8 ssDNA、dsDNA、ATP 

Holliday 连接 体 的 分 支 移动 , 解 旋 酶 

5 一 3 Hi REEL ssDNA SHINE 

有 ATP 结合 位 点 的 共有 序列 ,确切 坊 能 不 明 
与 RecR, 吕 能 还 有 RecF 相互 作用 

DNA ff le BS 

与 RecD, 可 能 还 有 RecF 相互 作用 

DNA HHE 

与 Holliday P TEBUEEIESEHE EG, 与 RuvB 相互 作用 
Holliday 连接 体 的 分 支 移动 ,DNA 解 旋 酶 ,与 RuvA 互 作 
Holliday 连接 体 切割 ,结合 四 苹 连 接 体 

3 一 Jl a 585] ssDNA, HE SCELERE RS — RENE 
kii ATP 的 dsDNA 外 切 

fU ssDNA 

eo EE Tz dDGpedme 

DNA RWE, I AHIM 

DNA 连接 酶 

DNA RAM, S 73 581,3 一 5 外 切 

DNA SE ERR 

DNA 解 旋 酶 


xA SERERE WEE AUI EUR KR. recE 基因 的 功能 。 
《3 引 B S.C. Kowalezykowski er al. , Microbiol. Rev. ,1994, 58:401 — 465) 


在 细菌 中 通常 没有 大 量 的 双 螺 旋 DNA 的 交换 ,并 且 在 原核 生物 中 可 能 有 许多 引发 
重组 的 方式 。 在 一 些 情况 下 ,DNA 可 以 游离 单 链 3' 末 端的 形式 存在 , 即 DNA 可 以 单 链 的 
形式 被 提供 (例如 在 细菌 接合 过 程 中 ), 单 链 也 可 产生 于 辐射 损伤 , 单 链 末 端 也 可 由 唆 菌 体 
基因 组 经 滚 环 式 复 制 而 产生 。 但 是 ,在 涉及 到 两 个 双 蜡 施 分 子 的 情况 下 ,按照 真 核 细胞 在 


—. Chi 位 点 和 RecBCD HEH 


减 数 分 裂 中 所 遇 到 的 重组 规则 , 则 必须 产生 单 链 区 和 3 末端。 


由 于 激发 重组 的 某 些 热点 的 存在 , 现 已 发 现 了 一 种 产生 适宜 末端 的 机 制 。 研究 发 现 
在 和 噬菌体 的 一 些 突变 种 中 ,单一 碳 基 对 的 改变 即 可 产生 激发 重组 的 一 些 称 为 Chi 的 位 


点 。 这 些 位 点 引导 我 们 发 现 了 一 些 与 重组 相关 联 的 蛋白 质 的 作用 。 
这 些 位 点 缘 含 有 一 个 恒定 的 非 对 称 的 8 bp 序列 ， 


5' GCTGGTGG 3 

3' CGACCACC 5' 

这 一 Chi 序列 天 然 存 在 于 大 肠 杆菌 的 DNA 中 ,并 和 且 在 大 约 每 5.~10 kb 长 的 序列 中 
即 出 现 一 次 。 在 妓生 型 和 噬菌体 DNA 和 一 些 其 他 的 遗传 单位 中 ,此 序列 并 不 存在 ,这 说 
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明 它 并 不 是 重组 所 必须 的 。 

pege Chi 序列 在 其 附近 (大 约 10 kb F 
M 列 长 度 内 ) 激 发 重组 。 一 个 Chi 位 点 
可 以 被 在 其 单一 侧 ( 上 述 序列 的 右 侧 ) 
HEJLS kb 的 双 链 断裂 所 激活 ,这 一 
取向 依赖 性 表明 重组 装置 (recombina- 
tion apparatus) 与 DNA I] Bras JE 3e ,并 
只 能 沿 双 螺旋 的 一 个 方向 移动 。 

Chi 位 点 是 一 个 由 基因 rec BCD 
编码 的 Rec BCD 酶 作用 的 基部 位 ,Ree 
”BCD 酶 是 一 种 多 功能 酶 ,具有 几 种 不 
同 的 活性 。 它 是 一 个 强 有 力 的 降解 
DNA 的 核酸 酶 ,早期 被 检定 为 活性 核 
BRAPUIBS V。 它 具有 解 旋 酶 的 活性 ， 
在 SSB 的 存在 下 , 它 能 够 解 旋 双 链 
DNA。 并 且 它 具有 腺 苷 三 磺 酸 酶 
(ATPase) 的 活性 和 序列 特异 性 单 链 内 
切 酶 的 活性 , 它 在 重组 中 的 作用 大 概 
是 提供 一 个 含 游离 3 末端 的 单 链 区 。 

图 9-$ 显 示 这 些 反应 是 如 何在 一 


用 9-9 Rec BCD E I 80 FI BR POMONA aN 
Rec BCD 重 自作 用 十 双 链 DNA 的 末 喘 ,通过 该 重 白 质 的 融 族 酶 个 含 Chi 序列 的 DNA 底 物 上 协调 进 
和 单 链 内 切 核酸 酶 话 性 使 DNA 解 旋 ,并 在 单 甸 内 切 核酸 酶 活性 行 的 。 当 Rec BCD 在 Ch: 序列 右 侧 与 


的 作用 下 在 Ch; 位 点 的 右 侧 4 一 6 个 核 萌 酸 处 切断 单 链 DNA. 


pm r% E 
链 。 继 而 山 RecA 蛋白 促进 同 源 重 组 。 DNA 相 结 合 后 , CE DNA 移动 并 使 


DNA 解 旋 。 当 它 到 达 Chi 位 点 时 , 暂 
停 移动 ,并 在 Chi 序列 右 侧 4 到 6 个 碱 基 处 切断 一 条 单 链 ( 上 面 的 链 }。 由 于 对 Ch: 序列 
的 识别 使 Rec D 亚 单位 脱落 或 失 活 ,结果 使 整个 酶 失去 核酸 酶 的 活性 。 但 它 仍 做 为 一 个 
解 旋 酶 而 起 作用 。 
Rec BCD 所 介 导 的 解 旋 和 切割 可 以 被 用 来 产生 末端 并 引发 异 源 双 链 的 形成 ，RecA 
能 够 利用 由 Rec BCD 在 Chi 位 点 附近 切割 所 释放 的 单 链 的 3 未 端 ,与 同 源 的 双 螺 旋 序 列 
起 反应 ,并 产生 一 个 交 联 分 子 。 


二 、RecA 蛋白 和 Holiday 连接 体 的 形成 


RecA 具有 两 种 相当 不 同 的 活性 , 它 可 在 SOS 反应 中 激活 蛋白 酶 :也 可 以 促进 单 链 
DNA 与 其 在 以 链 DNA 分 子 中 互补 的 DNA 链 的 碱 基 相 配对 。 

RecA 需要 单 链 DNA 和 ATP 才能 激活 蛋白酶 ,在 它 操作 DNA 分 子 时 也 许 要 此 两 种 
底 物 。 现 在 仍 不 十 分 清楚 在 体内 RecA 的 此 两 种 酶 活性 与 重组 的 关系 ,但 其 相关 联 的 几 
个 反应 提供 了 关于 重组 机 制 的 一 些 有 俐 值 的 启示 。 

RecA 的 DNA 操作 酶 活性 可 以 使 一 个 单 链 DNA 与 双 螺 旋 中 的 同 源 序列 发 生 和 置换 ， 
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这 一 反应 被 称 为 单 链 摄取 (single-strand uptake) 或 单 链 同 化 (single-strand assimilation) o 
这 一 上 反应 可 以 发 生 在 几 种 构象 不 阿 的 DNA 分 子 类 型 之 间 ,并 且 包 含 以 下 三 种 限制 条 件 ， 
参与 反应 的 一 个 DNA 分 子 必须 合 一 段 单 链 区 ;参与 反应 的 一 个 DNA 分 子 必须 含 一 个 游 
离 的 3 末端 ; 单 链 区 和 3' 末 端 必须 位 于 两 个 DNA 分 子 互补 区 之 内 。 

当 - 一 条 线 型 单 链 DNA 侵 人 双 螺 旋 后 ,此 双 晤 旋 中 的 与 单 链 癌 源 的 序列 则 被 置换 。 
H RE R RE DNA 任意 之 一 为 环 型 时 ,这 一 反应 最 易 被 跟踪 。 上 反应 党 着 将 被 置换 的 
DNA 链 的 5… 3 方向 进行 ,这 就 表明 ,这 .- 反 应 涉及 到 的 参与 交换 的 DNA 链 至 少 售 一 个 
游离 的 3 iw. 

单 链 的 同化 与 重组 的 引发 具有 潜在 的 相关 联 任 。 所 有 的 重组 模型 缘 须 一 个 双 螺 旋 的 
一 条 或 二 条 单 链 与 另 一 双 螺 旋 DNA 分 子 相互 作用 的 中 间 体 的 存在 。RecA 可 以 催化 这 
一 阶段 的 反应 。 

RecA 能 与 单 链 或 双 螺 旋 DNA 相 结 合 而 形成 长 的 丝 状 结构 的 能 力 形成 了 RecA 激发 
支 链 迁移 的 一 种 可 能 机 制 。 这 种 丝 状 物 呈 螺旋 形 结构 ,每 一 铬 旋 含 6 个 RecA 分 子 单元 ， 
并 且 其 深 沟 中 售 DNA 分 子 。 定 量 的 关系 是 每 个 RecA 分 子 与 三 个 核 背 酸 { 或 碱 基 对 ) 相 
结合 。 此 型 DNA WHARA BE DNA 双 螺 旋 长 度 的 1.5 倍 ,每 一 螺旋 含 18 6 个 碱 基 。 
当 DNA IRIE RecA 相 结 合 时 , 它 与 RecA 在 小 沟 相 结合 ,大 沟 则 留 出 来 用 于 与 另 一 个 
DNA 分 子 反应 。 

两 个 DNA 分 子 间 的 反应 发 0 
生 在 这 些 丝 状 结构 之 内 。 当 一 个 
单 链 被 双 螺 旋 所 吸收 前 ,第 一 步 
是 单 链 与 RecA 相 结 合 而 形成 丝 
状 结 构 ,其 后 与 双 螺 旋 相 结合 ,大 
概 形成 一 种 三 链 结构 (图 9- 10)。 

链 的 交换 需要 游离 的 3' 末 0 
映 。 反 应 发 生 在 丝 状 结构 之 内 ， 
并 且 RecA 保持 与 最 初 的 单 链 福 
结合 ,这 样 在 反应 完成 时 RecA 与 
杂 合 DNA 相 结 合 。 在 反应 过 程 
中 大 量 的 ATP 被 水 解 ,ATP 有 可 
能 通过 使 RecA 发 生变 构 而 起 作 
用 。 当 与 ATP 结合 后 , RecA 的 
DNA 结合 位 点 对 DNA 具有 高 亲 
和 力 。 这 是 与 DNA 相 结 合 和 配 
对 反应 所 需要 的 。ATP 的 水 解 使 
结合 位 点 变 成 低 亲 和 性 ,这 是 寿 
ERE DNA 所 需要 的 。 


. 图 9-10 RecA 蛋白 的 作用 方式 

我 们 可 以 将 RecA 所 催化 的 osea DNA 分 子 之 间 通 过 poA 蛋白 的 作用 发 生 联 会 。 在 (1)、 
单 链 与 双 螺 旋 间 的 反应 分 成 三 个 (2) 和 (3) 中 ,RecA 蛋白 和 单 链 DNA 相 结 舍 并 这 使 单 链 进 人 双 鼎 旋 结 
阶段 : 构 形成 三 链 结 构 。 促 进 间 源 性 重组 。 
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RecA 分 了 在 单 链 TDNA 上 机 聚合 的 线 慢 的 前 腾 会 期 ; 单 链 DNA 三 其 在 双 螺 旋 中 相 
互补 的 序列 的 快速 的 配 寻 ,产生 一 个 杂 合 冯 曝 旋 连 接点 ;一 个 缓慢 的 对 双 嵌 旋 的 … 条 链 的 
置换 上 反应 ,产生 一 个 长 的 共 合 DNA XUR lE 

SSR 的 存在 可 激发 此 反应 ,因为 它 呆 以 确保 底 物 缺乏 二 级 结构 。 现 在 并 不 清楚 SSB 
种 RecA 是 划 何 对 间 一 - 段 DNA 起 作用 的 。 和 Rea 一 样 ,SSB 所 需要 的 量 也 旦 有 一 定 比例 
的 ,这 表明 它 在 链 的 吸收 中 所 起 的 作用 大 概 是 协同 式 的 ,与 DNA 分 子 相 结合 而 形成 与 丝 
状 结 悔 相关 联 的 结构 。 

当 个 单 链 DNA 分 子 与 双 蛛 旋 反 应 时 ,在 重组 区 此 双 螺 旋 分 子 发 生 解 旋 。 最 初 所 
形成 的 异 源 双 链 DNA 甚至 有 可 能 不 以 通常 的 双 螺 旋 形 式 存在 , 有 可 能 这 隔 个 单 链 只 以 
并 列 的 方式 相连 接 。 一 个 这 种 类 型 的 区 域 被 称 为 平行 汇 接 (paranemic joint)f 本 与 经 典 的 
作 双 煤 旋 中 链 的 相互 缠绕 的 关系 {plectonemic) 相 比较 )。 平 行 汇 接 并 不 稳定 ,反应 的 继续 
进行 要 求 其 转化 成 冯 螺 旅 形式, 这 -反应 机 当 于 解除 贫 的 越 螺 旋 ,并且 有 可 能 需要 酶 来 产 
生 塑 暂 的 链 断 烈 而 使 其 可 以 相互 旋 绕 (rotate) ,从 而 解决 加 旋 “ 解 旋 的 难题 ， 

我 们 所 讨论 的 这 些 反 应 只 代表 重 纽 过 程 的 -部 分 : 单 链 对 双 链 的 侵 人 。RecA 也 可 使 
两 个 双 螺 旋 分 子 发 生 相 如 作用 ,条 件 是 其 中 之 一 含有 一 个 至 少 50 个 碱 某 长 的 单 链 区 。 这 
一 单 链 底 可 以 “个 线 型 分 子 的 未 端 存在 ,或 者 一 个 环 型 分 子 的 一 个 裂口 形式 存在 ， 

-个 部 分 双 螺 旋 分 于 与 -个 完全 双 螺 旋 分 于 间 的 上 反应 可 以 导致 单 链 的 交换 。 吸 收 在 
线 型 分 的 一 端 开始 , 侵 人 的 单 链 以 通常 的 方式 置换 其 同 源 链 , 当 反应 进行 到 两 个 分 子 的 
双 螺 旋 区 时 ,侵入 的 单 链 与 其 初始 配对 的 链 相 分 离 ,并 且 新 产生 的 单 链 与 被 置换 的 单 链 相 
配对 。 

在 这 一 阶段 ,分 子 的 结构 与 重组 连接 是 不 串 区 分 的 。 存 体外 ,通过 RecA 的 作用 可 产 
^I: Holliday 连接 体 , 这 表明 这 种 上 畴 可 以 介 于 链 的 相左 交换。 我 们 对 与 RecA 相 结 合 的 四 链 
Hd RV BR JU fof ffr PERS de IB ELSE P I LER E DJ A15 Ec pz BLSSGR Bd 3E 075 
并 排 而 列 。 


=, Ruv 和 RecG 蛋白 和 Holliday 连接 体 的 拆 分 


TE KW FTD E 组 由 二 个 基因 编码 与 随后 的 重组 相关 连 的 得 白 。 ruv A MH ruv B 
基因 的 产物 促进 蜡 源 双 链 的 形成 。Ruv A 蛋白 可 以 识别 Holliday 连接 体 的 结构 ,Ruv B 
fo BERNER SENE DES OE TE aH. 这 一 复合 物 的 结构 如 图 9- 11 所 示 ， 
Ruv 和 在 交叉 点 处 与 DNA 所 有 的 4 条 链 相 结合 ,在 交叉 点 的 上 游 ,两 个 Ruv BARAT 
状 绩 构 分 别 与 每 个 从 妮 旋 神 结 合 。Ruv AB EER Afk 可 以 使 支 链 以 10 一 20 bp 秒 的 速 
度 迁 移 。RecG 解 旋 酶 也 具有 相似 的 活性 。 在 RuvAB 解 旋 醇 作用 过 程 中 ,要 置换 与 DNA 
相 结 合 的 RecG. Ruv AB 和 RecG 8 fg 4) Holliday 连接 体 的 作用 ,并 使 重组 得 以 完成 
的 活性 ,如 果 一 者 皆 为 突变 体 , 则 大 肠 杆 菌 完全 失去 重组 能 万 。 

第 一 个 基因 yuy C ,编码 一 种 能 特异 性 地 识别 Holliday 3& HE Pc 8^] EE Ke PL EJ B , b RE RT 
以 在 体外 切断 此 种 交叉 而 拆 分 重组 中 间 体 。 一 个 合 4 TRAFARET Rao C 拆 分 
Holliday Eik kA AA e, ox -序列 为 非 对 称 结构 ,因此 可 能 决定 在 拆 分 过 程 中 哪 一 对 
DNA, 链 被 切断 ,从 而 决定 发 生 的 是 补 钉 天 重 组 (patch recombinantion){ 设 有 整体 的 重 
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图 9-1] Ruv 和 蛋白 作用 机 制 的 模型 
RuvA EE 5 Holliday RHH A ,然后 RuvB 与 RuvA 蛋白 结合 ,RuyC HA Hoiliday 中 间 体 的 两 条 链 , 拆 分 后 
形成 两 条 DNA 分 子 。 


oaa 


组 ), 述 是 前 接 型 重组 (splice recombination ) C 两 侧 的 重组 ]。 

我 们 现在 可 以 从 每 个 蛋白 质 所 起 的 作用 角度 来 解释 重组 的 每 个 过 程 、 利 用 重组 可 从 
-个 双 螺 旋 获 取 牺 古来 修复 另 一 双 螺 旋 的 缺 门 . 利用 这 些 缚 论 来 解释 直 核 生物 重组 的 王 
要 不 是 在 于 在 细菌 中 这 些 过 程 主要 涉及 到 -个 DNA 片段 与 整个 染色 体 的 作用 ,并 二 嘴 
H DNA 损伤 引发 的 修补 反应 ,其 与 发 生存 减 数 分 型 过 程 中 基因 组 的 重组 并 不 完 伯 等 同 . 
然而 ,涉及 操作 DNA 的 分 子 水 平 上 的 活动 是 相同 的 。 

RecA 的 同系 物 普 遍 存 在 于 原核 生物 中 ,并 且 相 关 的 蛋白 存 真 核 生物 中 也 有 发 现 。 在 
BUE RESET , FETE PIT SEE], DMC M radsi ,它们 所 编码 的 蛋白 与 Rea 相关 。 这 些 基 因 
的 突变 体 产生 相似 的 表现 型 , 双 链 断裂 的 累积 和 不 能 形成 正常 的 联 会 复合 体 。 这 进一步 
支持 以 下 观点 :DNA 双 螺 旋 问 链 的 交换 与 联 会 复合 体 的 形成 有 关 , 并 且 天 明 综 色 体 联 会 
5 细菌 链 的 同化 反应 可 能 县 相关 的 。 但 RecA 企 真 核 千 物 中 的 同系 物 并 不 形成 丝 状 结 
父 , 因 此 在 真 核 生物 中 反应 的 机 制 很 可 能 是 不 同 的 。 


第 四 节 DNA 的 拓扑 学 [~ 


对 DNA 的 拓扑 操作 是 其 所 有 的 功能 (重组 复制 ,也 许 包括 转录 和 组 成 高 级 结构 } 的 
一 个 中 心 环节 。 所 有 与 双 链 DNA 有 关 的 合成 要 求 两 条 链 相互 分 离 。 但 是 ,这 两 条 链 并 
不 是 简单 的 并 排 而 列 , 它 们 是 相互 缠绕 的 。 其 相互 分 离 要 求 二 者 在 三 维 空间 相互 旋转 。 

我 们 本 以 设想 由 于 DNA 游离 末端 的 存在 ,两 条 单 链 似乎 可 以 绕 着 双 蛇 旋 的 办 旋转 
而 解 旋 。 但 是 当 考 虑 到 双 螺 旋 的 长 度 时 ,这 种 解 旋 要 求 DNA 链 绕 轴 进 行 大 量 的 摆动 ,由 
于 细胞 体积 的 限制 ,这 种 解 旋 似 乎 不 大 可 能 ， 

如 果 在 游离 末端 放置 一 个 能 控制 旋转 的 装置 则 可 以 获得 相似 的 结果 。 但 是 ,这 种 效 
果 必 须 被 传送 过 相当 的 距离 ,这 同样 会 涉及 到 过 长 的 DNA 链 的 旋转 。DNA 实际 上 表现 
为 没有 游离 末端 的 封闭 结构 ,这 就 在 原则 上 排除 了 以 上 这 些 模型 ,并 由 此 而 产生 了 严重 的 
扑 拓 上 的 困难 。 考 虑 在 一 个 分 站 中 末端 不 能 自 由 旋转 的 两 个 链 分 开 时 所 产生 的 效果 ; 当 
两 个 相互 她 绕 的 链 在 - 端 被 分 离 时 ,这 两 条 链 在 远 端的 相互 缠绕 则 会 相应 增加 ， 因此 复 
制 交 叉 点 的 移动 则 会 在 其 前 端 产生 更 多 的 正 超 丸 旋 , 并 对 其 继续 向 前 移动 产生 难以 克服 
的 阻力 。 

这 个 困难 可 以 用 存 一 个 链 上 引入 瞬间 切口 的 方式 来 解决 。 一 个 内 部 的 游离 末端 可 使 
被 切断 的 链 绕 另 一 完整 的 链 旋 转 , 切 点 可 以 随后 被 连接 。 切断 和 连接 反应 的 每 一 次 重复 
则 会 释放 … 个 超 螺 旅 。 

我 们 知 到 封闭 的 DNA 分 子 可 以 用 连接 数 L UE — HE IB] — A E 658 — Ae n8 A8 HEY 
数 ) 来 描述 。 具有 相同 序列 的 封闭 的 DNA 分 于 可 能 具有 不 同 的 连 搂 数 ,这 表明 分 子 具有 
不 同 程度 的 超 螺旋 。 除 了 连接 数 不 同 而 其 余 皆 相同 的 DNA 分 子 被 称 为 拓扑 异 构 体 。 

连接 数 由 缠绕 数 W 与 扭转 数 工 之 和 组 成 ,因此 连接 数 的 变化 被 表示 为 入 = AW 
+AT. 一 种 比较 松散 的 表述 方式 为 :连接 数 的 变化 为 双 螺 旋 在 空间 伐 轴 缠绕 数 的 变化 
( 信 克 ,相当 于 超 螺旋 ) 与 双 螺 旋 自 身 螺 旋 数 的 变化 (人 T)Z30. 一 个 自由 的 DNA 分 子 
E WATTIA E RE 36 ELE GEA H [AR RT BE ER E CIR OW AE, 

任何 连接 数 的 变化 皆 需 要 至 少 一 条 链 的 断裂 。 利用 此 游离 末端 ,一 条 链 可 以 绕 另 :- 
”308 ， 


条 旋转 ,之 后 断裂 点 被 重新 接合 。 此 种 反应 使 一 种 拓扑 蜡 构 体 转 化 为 另 一 种 。DNA 拓扑 
异 构 酶 催化 此 种 类 型 的 转化 。 一 些 拓扑 异 构 酶 可 以 从 DNA 分 子 中 去 除 负 的 超 螺旋 ; 另 
一 些 可 以 除去 正和 负 的 趋 螺旋 ,一 些 可 引入 负 的 超 螺 旋 。 

根据 不 同 的 工作 原理 ,拓扑 蜡 构 酶 可 以 分 为 两 类 :第 一 类 酶 会 使 单 和 链 DNA 产生 短暂 
断裂 ,第 二 类 酶 则 会 引入 双 链 DNA 的 短暂 断 型。 拓扑 蜡 构 酶 可 以 是 序列 选择 性 的 ,也 可 
是 非 选 择 性 的 。 被 充分 鉴定 的 第 一 类 拓扑 蜡 构 酶 是 大 肠 杆 菌 opa 基因 的 产物 ,其 功能 
为 使 含 很 高 负 的 超 蝶 旋 的 DNA 松弛 。 此 酶 对 正 的 超 螺旋 DNA 不 起 作用 。 如 此 酶 发 生 
突变 则 会 使 超 螺 旋 水 平 增 加 (并 可 能 影响 转录 )。 

除了 使 含 负 超 螺旋 的 DNA 松弛 外 ,此 酶 还 与 单 链 DNA 相互 作用 。 这 大 概 与 负 的 超 
螺旋 有 类 似 性 ,因为 负 的 超 螺旋 倾向 于 稳定 单 链 区 ,而 这 种 单 链 区 可 能 是 酶 结合 的 底 物 。 
BK EE FEBR TRANS 1 与 DNA 相 结 合 时 ,与 DNA 形成 一 个 稳定 的 复合 物 ,DNA 的 一 
条 和 链 被 割裂 并 且 其 5 的 磷酸 末端 与 芒 的 酷 氨 酸 残 基 共 从 结合 。 这 显示 了 酶 的 一 种 可 能 
作用 机 制 . 它 使 DNA 的 一 个 磷酸 二 酯 键 转移 到 酶 上 ,并 随后 使 断 列 的 DNA 链 重 新 接合 。 

化 学 键 从 核酸 到 蛋白 的 转移 解释 了 为 什么 此 酶 可 以 在 无 须 提 供 能 量 的 情况 下 起 作用 
的 原因 。 这 是 因为 在 反应 中 没有 不 可 道 键 的 水 解 。 在 这 些 转移 反应 中 能 其 被 保存 了 下 
来 。 

拓扑 录 构 酶 工 的 一 个 作用 是 , 酶 首先 使 双 螺 旋 DNA. 变 成 两 条 相互 分 离 的 DNA 链 并 
在 此 部 位 与 DNA 结合 ,然后 使 一 条 链 断 烈 , 另 一 条 链 则 通过 断 发 间 承 被 拉 到 另 一 侧 , 最 
后 断 型 点 被 重新 接合 。 真 核 生物 的 第 一 类 拓扑 异 构 本 的 性 质 相似 ,但 它们 能 使 正 的 和 人 负 
的 超 螺旋 松弛 。 

反应 只 用 一 步 来 改变 连接 数 , 完 整 的 单 链 每 一 次 通过 断 发 点 时 ,和 了 的 值 就 增加 1。 
对 一 个 自由 的 超 螺 旋 分 子 , 由 于 WAT 的 相互 可 换 性 ,连接 数 的 变化 可 以 通过 和信 W = 
+ 1 来 表示 ,也 就 是 ,减少 (和 全 L = + 1) 次 负 的 超 螺旋 。 

旋转 过 程 是 等 价 的 ,所 加 的 限制 是 酶 催化 的 每 一 次 反应 只 有 一 次 单 链 遂 过 缺口 区 。 
《相反 的 ,在 一 个 超 螺 旋 的 分 子 中 引入 一 个 断 列 点 会 鸽 单 链 自由 旋转 并 直到 所 有 张力 缘 被 
释放 为 止 )。 

第 一 次 拓扑 蜡 构 酶 也 可 以 使 单 链 DNA 的 一 段 穿 过 另 -- 段 。 这 种 单 链 通过 反应 可 在 
DNA 分 子 中 引入 结 , 并 可 以 使 两 个 环 型 分 子 像 链子 一 样 连接 起 来 我 们 并 不 了 解 这 些 反 
应 在 体内 的 作用 (如 果 有 的 话 )。 

第 二 类 拓扑 异 构 酶 通常 可 以 使 正和 负 的 超 螺旋 松弛 。 反应 需要 ATP, 大 概 每 一 个 催 
化 反应 需要 水 解 一 个 ATP 分 子 。 反应 使 一 个 DNA 双 螺 旋 分 子 双 链 断 列 JP 55 — 3 ag 
旋 由 此 通过 。 这 种 双 链 转移 的 一 个 正式 效果 是 使 连接 数 以 ? 的 倍数 而 变化 。 拓 扑 异 构 酶 
开 也 可 以 被 用 来 引入 或 解 离 相连 接 的 双 螺旋 环 和 有 节 的 分 子 。 

反应 大 概 表 明 酶 对 双 曙 旋 DNA 分 子 的 非特 异性 识别 , 酶 与 任意 两 个 双 螺 旋 片 毁 相 
结合 并 使 其 相互 交叉 。ATP 的 水 解 大概 提 供 酶 的 构 型 变化 以 动力 ,并 通过 此 变化 使 一 个 
DNA 双 螺 旋 通 过 另 一 个 DNA MARIENKA. HF DNA 超 螺 旋 分 子 的 拓扑 特征 ,这 种 
过 程 会 使 正 或 负 的 超 螺 旋 被 去 除 。 

促 旋 酶 引入 DNA 分 子 负 的 超 螺旋 。 细菌 DNA 促 旋 酶 属 于 第 二 类 拓扑 异 构 酶 , 它 能 
够 引入 负 的 超 螺 旋 到 松 驰 并 封闭 的 环 理 分 子 ， DNA 促 旋 酶 和 环 型 DNA 双 螺 旋 结 合 后 ， 


309 . 


以 催化 的 方式 逐步 引 人 起 蝗 旋 ; 它 可 以 连续 地 将 超 螺 旋 引 人 同一 个 分 子 。 :个 DNA 促 
旋 酶 分 了 上 每 分 钟 引 人 大 约 100 个 超 螺 旋 。 

ALLE) DNA 分工 比 松弛 状态 含有 和 较 高 的 自由 能 ,完成 转化 所 需 的 能 量 由 ATP 的 
水 解 所 提供 在 没有 ATP 存在 的 情况 下 , 促 旋 酶 可 以 使 负 的 (不 是 正 的 ) 超 螺旋 松 引 ,但 
是 反 点 速率 昌 比 引 人 超 螺旋 慢 十 多 倍 。 

ABIA DNA 促 旋 酶 是 一 个 含 丙种 亚 单位 的 四 聚 体 ,每 -种 亚 单位 缘 是 抗生素 的 
作用 目标 (常用 的 有 作用 于 Gyra 的 为 茜 啶 山 酸 ,作用 于 GyrB 的 为 新 生 霉 素 )。 这 些 药物 
抑制 复制 , 老 明 DNA 促 旋 酶 是 进行 DNA 合成 所 必需 的 。 对 这 些 药品 产 牛 抗 药性 的 突 恋 
体 的 研究 鉴定 了 编码 这 些 亚 单位 的 基因 座 。 

促 旋 酶 在 四 褒 体 的 外 则 与 底 物 DNA 相 钻 合 。 促 旋 酶 可 保护 大 约 140 bp HEB 
DNA 不 被 微 球菌 核酸 酶 {micrococcal nuclease) 所 降解 。 酶 与 明 交 义 状 构 型 的 DNA 分 子 
《相当 于 “个 止 的 超 螺 旋 ) 相 结合 ,这 会 在 DNA 的 非 结 合 区 引信 一 个 补 楼 性 的 负 的 超 螺 
旋 . 随 后 酶 在 正 的 超 螺旋 的 交叉 点 二 切断 一 个 JDNA XOU LES. -个 双 螺 旋 经 过 此 断 
点 ,并 接合 断 点 。 

信 应 直接 改变 了 超 螺 旋 从 +1 工 刘 -1 的 符号 。 因 此 连接 数 的 改变 为 AL = -2 , 进 一 
此 证 实 了 所 有 涉及 慌 链 通过 的 过 程 必 会 使 连接 数 改变 为 2 的 倍数 的 要 求 。 

促 旋 酶 随后 释放 (新 变 负 的 ) 超 螺旋 片段。 这 使 负 螺 旋 在 DNA 上 可 重新 分 布 (以 T 
或 /和 W 的 变化 方式 ) ,随后 循环 重新 开始 。 同 样 的 拓扑 操作 可 产生 结 和 环 型 连结 。 

当 已 经 变换 的 超 螺 旋 被 释放 后 , 促 旋 酶 的 构 型 发 二 了 变化 。 为 了 使 酶 可 重新 催化 另 

-个 超 螺 旋 循 环 , 它 的 初始 构 型 必须 重新 恢复 。 这 一 过 程 被 称 为 酶 的 转换 (enzyme 
turnover) ,并 被 假设 为 由 ATP 的 水 解 所 驱动 。 这 是 因为 当 用 不 可 水 解 的 ATP d pU 
代 ATP 时 , 促 旋 酶 只 能 对 每 一 个 底 物 引 人 -次 转化 ( -2 BUE, 

因此 它 的 超 螺 旋 反 应 不 宕 要 ATP URS ATP HITE. KER ERREI ATP 
与 亚 单位 吾 的 结合 ,因此 干扰 促 旋 酶 的 依靠 ATP 的 反应 。 不 依靠 ATP 的 松 意 反应 可 被 
REREN. REH A 亚 单 位 参与 了 断裂 和 重新 结 台 反应 。 F3 IE NL TIE HEE, S 
允许 DNA 以 横 跨 DNA 的 交错 剪 切 所 产生 的 片段 的 形式 被 回收 ， 所 有 的 片段 末端 丝 含 
一 个 游离 的 3~OH 基 ,和 一个 5 的 由 4 个 碱 基 所 组 成 的 与 A 亚 单位 共 价 相连 的 延伸 , 共 
价 的 相连 使 硫酸 键 中 的 能 量 得 以 保存 。 它 可 被 用 来 驱动 接合 反应 ,并 解释 了 促 旋 酶 木 依 
SR ATP 催化 松 范 反 应 的 原因 。 切 点 的 选择 具有 相当 的 竺 异性, 大约 为 每 100 bp 发 生 -- 
次 反应 。 


第 五 节 ”位 点 特异 性 重组 [所 -7] 


你 点 特异 性 重组 发 生 在 特殊 序列 对 之 间 , 这 一 重组 型 式 最 早 是 在 X BERE PI b ift f 
研究 中 发 现 的 , SCIRE RE DI (A ACE EE TEL AR LEG ,ADNA 有 两 种 存在 型 式 ; 裂解 状态 和 深 源 
RS FRERE TF, ADNA 在 被 感染 的 细菌 中 以 独立 的 环形 分 子 结构 存在 。 在 洲 源 状 
ATRAE DNA 则 是 细 茵 染色 体 的 -部 分 ( 称 为 原 噬菌体 , prophage)。 两 种 类 型 间 的 
转换 是 通过 位 点 特异 性 重组 实现 的 。 
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一 、 和 噬菌体 DNA 的 整合 与 切除 


为 了 进 人 洲 源 状态 ,游离 的 XDNA 必须 整合 (integrate) 到 细菌 DNA 中 去 ;而 为 了 从 
溶 源 状 态 向 裂解 状态 转化 , 诛 哄 菌 体 DNA 则 必须 从 细菌 染色 体 DNA 上 切除 (excise)。 
整合 和 切除 均 通 过 细菌 DNA 和 XDNA 上 特定 位 点 之 间 的 重组 而 实 更。 这 些 特定 位 点 叫 
做 附着 点 {attachment site,att)。 在 细菌 遗传 学 上 ,细菌 染色 体 上 的 峙 着 点 , 害 称 为 et。 
XX — BLA EAA RE BE IEADNAME B 86 ETE HK Lee RS. TETRURTE BECK E ,这 一 位 点 被 原 噬 
菌 体 ADNA 所 占据 。 当 从 大肠 杆 菌 的 染色 体 上 去 除 an^ 位 点 后 ,感染 性 入 鸣 菌 体 可 以 整 
合 其 DNA 在 染色 体 的 其 他 部 位 而 建立 溶 源 状态 。 但 其 反应 效率 仅 相 当 于 存在 orn 时 频 
率 的 0.1% 以 下 。 这 一 低 效 的 整合 发 生 在 第 二 附着 点 (secondary attachment site) 上。 此 
点 与 att 序列 存在 相似 性 。 

为 了 描述 整合 切除 反应 ,细菌 的 附着 点 (ar ) 称 为 aB, SA B.O 和 中 三 个 序列 
(BOB). 只 菌 体 的 附着 位 点 称 atiP, 由 PP.D 和 PP’ 三 个 序 麟 组 成 。 其 中 O 序列 是 atiB 
和 aP 所 共有 的 ,序列 完全 -至 , 称 核心 序列 (core sequence)。 是 位 点 特异 性 重组 发 生 的 
Ar. PME) B. B 和 PP' 称 为 蔷 , 其 序列 各 不 相同 。 由 于 线 状 的 XDNA 在 侵入 细胞 后 
不 久 就 首尾 连接 成 环 状 ,所 以 在 att 处 的 相互 重组 导致 了 整个 ADNA 整合 进 细菌 染色 体 
DNA 中 。 在 整合 状态 下 , 噬 苗 体 呈 线 状 序列 。 原 噬菌体 位 于 两 个 新 的 at 位 点 之 间 , 这 
两 个 位 点 是 重组 的 产物 ,不 同 于 原 夹 的 axtB 和 etP。 原 图 苗 体 左边 的 位 点 是 cttL ,由 序 
列 BOP 组 成 ,右边 的 是 aR ,由 序列 POB' 组 成 。 上 述 位 点 的 差异 说 明 , 整 个 和 切除 反 
应 所 涟 要 的 序列 对 不 相同 。 整 合 要 求 对 aP MaB 之 间 进 行 识 刘 , 但 切除 要 求 邓 aL 
和 attR 进行 识别 。 因 此 位 点 特异 性 重组 的 方向 性 特征 由 重组 位 点 的 特征 所 控制 。 

昌 然 重组 过 程 是 可 道 的 ,但 每 一 方向 的 反应 条 件 并 不 相同 。 这 是 唆 菌 体 生命 过 程 中 
的 一 个 重要 特征 ， 因为 它 提供 一 种 方式 来 保证 整合 的 过 程 并 不 会 被 切除 过 程 所 立即 逆转 ， 
反之 亦 然 。 

整合 与 切除 反应 所 需 不 同 的 反应 位 点 对 ,原因 是 参与 此 两 个 过 程 的 蛋白 质 不 同 。 整 
fr Bt p BR AREE PEE DAD in 上 的 产物 整合 酶 (integrase, Int) f£ (E, Inc 只 能 催化 BOB’ A 
POP 之 间 的 重组 。 因 此 在 中 有 整合 酶 存在 时 ,上 述 反 应 是 不 可 道 的 。Int 是 一 种 DNA £f 
REH, X POP “序列 有 强 的 亲和力 。 整合 反应 还 需要 一 种 由 大 肠 杆菌 编码 的 一 种 细菌 
BEES , 称 为 整合 宿主 因子 IH (integration host factor, IHF}, IHF 是 一 个 会 两 个 不 同 亚 单 
位 的 20 kDa 的 建 白 ,此 两 亚 单位 分 别 为 himA 和 phimD 基因 所 编码 。1HF 也 与 an 位 点 

fr. Int 和 IHF 可 以 在 体外 进行 位 点 特异 性 重组 。 在 没有 任何 DNA. 合成 的 情况 下 , 它 
涉及 到 DNA 的 精确 的 割裂 和 重新 接合 。 可 以 通过 在 任意 一 侧 对 ar 位 点 的 缺失 来 研究 
它们 的 作用 ,结果 显示 ,aztP 要 比 attB KUE. aP 的 功能 要 求 一 段 240 bp 的 DNA, (B 
attB 的 功能 可 以 被 一 个 共 - 101 — +11 位 点 的 23 bp DNA 片段 执行 ,并 且 在 核心 序列 的 
两 侧 只 有 4 bp。 这 种 大 小 的 差异 表明 ,atP 和 az 在 重组 中 所 起 的 作用 不 同 ,与 aB 48 
区 别 的 是 ,arzP 提供 附加 的 信息 。 

切除 反应 发 生 在 原 噬菌体 两 端的 attL(BOP') 和 attR ( POB') 之 间 , 产 物 为 噬菌体 
环 状 DNA 和 细菌 染色 体 DNA。 重 组 后 噬菌体 的 art 位 点 恢复 为 attP(POP’), 细 菌 
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DNA 的 art REAA BOB o 催化 切除 反应 的 除了 Int 和 IHE 外 ,还 需要 一 种 叫做 切除 酶 
Cexicisionase, Xis) B £& [3 Jr, iA pbi, DEL EROS. xis 基因 编码 ， 整 合 和 切除 上 反应 篆 需 
Int 和 [HF & Bo Xis 对 控制 反应 方向 起 重要 作用 , 它 是 切除 反应 所 需 旧 的 ,但 却 抑 制 整 
合 反应 。Xis 和 Int 结合 形成 复合 体 , 该 复合 体 具 有 与 BOP 和 POB' 结 合 的 能 力 ,促进 两 
玫 之 间 相 互 作用 和 重组 ,Xis 和 Int 不 能 催化 BOB 和 POP "之 间 的 重组 。 故 在 Xis 大 量 存 
在 时 ,切除 作用 是 不 可 闫 的 。 

A 噬菌体 的 整合 和 切除 上 反应 是 受到 严格 的 遗传 学 控制 的 , 当 和 叭 菌 体 进 人 湾 源 状态 
时 ,发 生 整 全 反应 所 需 的 Int 蛋白 质 合 成 ,ris 基因 失 活 ,这样 就 保证 了 在 溶 源 化 的 过 程 中 
Int ETUER, A Xis 绰 白 存在 。 而 当 切 除 反 应 发 生 时 ,xis 和 iat 基因 转录 产生 Xis 和 
Int 蛋 月 , 稚 化 切除 反应 。 位 点 特异 性 重组 的 复杂 性 大 多 产 牛 于 对 反应 的 凋 控 ,使 其 存 病 
毒 进入 溶 沾 状态 时 发 生 整 合 反 应 ,并 且 当 原 噬菌体 进入 裂解 铂 环 时 ,发 生 切 除 反应 ， 遂 过 
控制 Int 和 Xis 蛋白 的 数量 ,适当 反应 就 可 以 发 生 。 


可 以 把 整合 和 切除 反应 写成 : 
噬菌体 Aud Im IHF PEE 
POP (attP) + BOB (arB) ur BOP CattL) + POB (attk ) 

和 噬菌体 的 整合 和 切除 反应 见 

WEB PE DNA © 图 9- 12。 
LT 二 、 和 噬菌体 DNA 的 整合 机 制 
AE DNA BOE 重组 反应 可 以 被 “自杀 底 物 ” 
anë (suicide substrate) 作 用 而 停止 在 反 
u 了 应 的 各 中 间 阶 段 。 在 此 情况 下 核心 
A J 序列 含有 断 点 , 断 点 的 存在 会 对 重 
ML V: 组 起 干扰 作用 。 这 使 半 已 发 生 重组 


但 尚未 完成 的 分 子 进行 鉴定 成 为 可 

能 ,这 些 中 间 体 的 结构 表明 链 交 换 

所 发 生 的 顺序 。XDNA 的 整合 反应 

涉及 到 aB Matr 的 核心 序列 中 

S 链 的 割 歼 与 重 接 {图 9~ 13)。 首 先 

:人 VIR RE Se Im, 在 atiP Sau B 位 点 上 产生 辐 样 的 
Xis, IHF 


v: 交错 切口 ,形成 了 5- OH R37 P 

z 的 末端 。5' 单 链 区 全 长 7 个 破 基 。 

BOP’ POR' 同位 素 标 记 试 验证 明 , 两 个 核心 区 
ant KINETA fE anh 的 断裂 完全 相同 ,连接 过 程 不 需要 


Paw . 
图 9-12 wagsP 和 和 atrB 位 点 间 的 重组 反应 模式 任何 新 DNA 的 合成 。 SER Bc 


通过 在 rP 和 artB fUr RAE RARI IE DNA 转 换 为 。 中 ,互补 的 单 链 末端 交互 杂 合 ,连接 
BTE TA E RC RC HG IT attL 和 和 atiR (i 并 完成 整 台 过 程 。 


交互 重组 而 被 切除 。 TERI UE A PER, Int 和 HF 可 
3:27 


Wi LPS DNA 


e v x 
Ces D = cacy e 六 
^ r 
GCTTT TTTATAGTAA 27 ^ 
P. P © -4 


CGAAAAAATATGATT Nn 4 
Ww P GUUES 
e PUE MALI 
e 
* 
PA hen ^. 
5c *R^ 
+ -À 
n €, 
Š v 4 24 
p] FETATASZGTAA | — m [p I 
UT BSAARAATATUACT F E v EN 
S0 DNA P 4 
TEA DNA 
- GCTTT lTTATACTAA 
CBUSERRARATATGATT ” "CGARAAAATATGATT O 


GIAAAEATATOATT ^ 


图 9-13 ERRE AAEH T SLE 
在 ou PH auB S IgG HUI ERE ,交错 切割 导致 记号 配对 ,重组 体 末 端 连 接 , 产 生 蛛 台 
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以 催化 ADNA 和 宿主 DNA 进行 位 点 特异 人 竹 重组 ,但 需要 在 uP 上 有 超 螺旋 ,而 atiB 则 
不 需要 。 在 体外 , 当 反应 发 生 在 两 个 超 螺旋 DNA 分 子 之 了 间 时 ,产物 几乎 保留 所 有 的 超 螺 
旋 。 说 明 整 个 反应 中 没有 可 以 自由 旋转 的 中 间 体 ,断裂 和 重新 结合 反应 与 拓扑 异 构 酶 
健 化 的 反应 机 制 和 类 似 , 不 同 的 是 相互 连接 的 两 条 链 来 自 于 不 同 的 双 螺 旋 , 而 不 是 来 自 于 
同一 双鱼 旋 (Int 确实 具有 相当 低 效 率 的 使 负 的 超 螺旋 松 驰 的 拓扑 异 构 酶 活性 )。 


在 体外 ,重组 反应 需要 大 量 的 Int 


和 [HF EH , Int 和 IHF 以 协同 的 方式 -40 -120 -100-80 _60 -40 Mobili 40 60 80 
与 attP 相 结合 ,并 且 它们 对 位 点 的 亲 DI NOSSA REESE SES 
和 性 会 被 超 螺 旋 所 增强 。 这 种 高 比例 © á &@ im -> P 
表明 ,蛋白 质 很 可 能 与 维持 支持 重组 "we e 
过 程 的 结构 有 关 。 Y 

参与 位 点 特异 性 重组 的 蛋白 质 在 
ort 部 位 与 DNA 的 一 些 特异 位 点 相 结 HR 
合 。Int 存在 两 种 不 同 的 铺 合 方式 ,如 
图 9- 14 所 示 , 它 与 核心 序列 两 个 反 向 
位 点 相 结合 , 这 种 定位 可 使 其 切断 两 Int 结合 位 点 In 结合 位 点 


条 相应 的 单 链 。 这 些 位 点 具有 共有 序 
Jil (consensus sequence)。 另 一 种 位 于 


图 9- 14 Int H IHF Æ aP ERGA 


attP IE ,这些 位 点 没有 共有 序列 。Int 蛋白 上 的 不 同 结构 域 识别 不 同 的 序列 。 一 个 N 


末端 的 结构 域 识别 | aP 辟 上 的 位 点 ,一 


个 己 末 端的 结 枸 域 识别 aB 和 atiP 核心 序列 。 


这 两 个 结构 域 大 概 同 时 与 DNA 结合 ,使 cttP AE Ij RGB "区 靠近 。 
IHF 与 attP 上 一 个 大 约 20 bp 的 序 询 相 结合 ,IEHE 


结合 位 点 大 概 与 Int 的 结合 位 点 
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相 邻 。Xis 与 attP 上 上 蝴 个 位 置 接 近 的 位 点 相 结合 ,因此 被 保护 的 区 域 可 扩展 全 30 一 
40 bp。Int Xis 和 [HF 实际 上 覆盖 了 auP. Xis 的 结合 串 改变 DNA 的 结构 ,使 其 对 整合 
Bn SITE, 

当中 心 序列 与 Int 相 结合 时 ,所 有 的 接触 点 此 位 于 DNA 分 子 的 一 侧 , 两 个 切 点 被 暴 
ETA, IHF 的 结合 位 点 位 于 同 表面 .如果 Int hd fu mas IHF 结合 位 点 之 
问 的 距离 被 改变 使 共 不 再 是 DNA 螺旋 的 整数 倍 时 ,整合 受到 阻碍 。 

当 In 和 IHF 与 azP 相 结 合 时 ,它们 形成 -- 个 复合 物 , 该 复 台 物 称 为 整 台 体 (inta 
some}， 在 整合 体 中 所 有 的 结合 位 点 都 被 集中 到 此 蛋白 突 聚 体 的 表面 ,此 整 台 体 的 形成 需 
要 anP DNE. 

autB 的 结合 位 点 是 位 于 核心 序列 的 两 个 Int 位 点 ,但 In 并 不 与 以 游离 形式 存在 于 
DNA 上 的 on 直接 结合 ,整合 体 是 “捕获 "axr8 的 中 间 体 ,大 概 是 作为 整合 体 中 一 部 分 的 
Int 分 了 与 attB 的 核心 序列 上 的 结合 位 点 相 结合 。 

根据 这 -模型 ,对 aP Hann 的 初始 识别 并 不 直接 依赖 于 DNA 序列 的 同 源 性 ,但 
却 依 赖 于 Int 蛋白 能 识别 两 者 的 acr 序列 的 能 力 ,依据 整合 体 的 结构 ,两 个 arr 位 点 按 预 
定 的 方向 被 带 到 -- 起 。 接着 要 发 生 链 的 交换 反应 ,此 时 序列 同 源 性 则 显示 了 其 重要 性 。 


第 六 节 异常 重组 Ts- 


FA 18 £8 illegitimate recombination) REEERE HEAR ^] CHE F8) RE DNA 
序列 之 间 。 这 种 重组 过 程 订 发 生 在 DNA 很 多 不 同 的 位 点 ,它们 可 能 是 最 原始 的 重组 类 
型 ,不 需要 对 特异 性 序列 进行 识别 的 复杂 系统 或 对 DNA 局 源 序列 进行 识别 的 机 制 。 这 
些 重 组 过 程 和 痛 症 发 生性 传 性 疾病 和 基因 组 进化 有 关 。 

异常 重组 按 其 机 制 主要 分 为 两 类 . 末端 连接 (end-jocining) 和 链 滑动 《strand-slippage)。 
末端 连接 是 措 断 裂 的 DNA 末端 彼此 相连 。 链 滑动 是 指 DNA A Aim, hA Bb BERE sg 
另 一 个 模板 所 引起 的 重组 。 异常 重组 能 够 产生 许多 不 同 的 结果 ,例如 移 码 k Y 
f DNA 扩 增 。 

许多 DNA 序列 都 可 发 生 上 述 两 类 的 异常 重组 ,这 直接 威胁 着 基因 组 的 完整 性 ,但 同 
时 也 是 进化 的 重要 途径 。 


真 核 细 胞 末端 达 接 是 一 个 高 效率 的 反应 。 在 40 年 代 初 首次 被 Barbara MeClintock 发 
现 。 地 观察 到 如 果 玉 米 细胞 遗传 一 个 含 断 虱 未 端的 染色 单 体 ,这 一 染色 单 体能 够 进行 复 
制 ,两 个 断 端 可 以 融合 产生 一 个 双 着 丝 粒 的 染色 单 体 。 该 染色 单 体 在 减 数 分 列 时 断 浇 并 
六 生 断 螨 , 断 端 再 次 融合 , 义 产生 一 个 新 的 双 着 丝 粒 的 染色 单 体 ,在 下 次 的 减 数 分 裂 时 又 
将 断裂 ,这 一 过 程 称 为 断裂 -融合 - 桥 (breakage_ fusion-bridge, BFB) 循 环 ， 这 一 循环 将 持续 
许多 轮 , 直 到 端 粒 加 到 断 端 上 为 止 ( 图 9 - 15)。 己 表明 BFB 循环 是 与 染色 体 的 某 些 区 域 
以 头 对 头 的 方式 连接 有 关 ,产生 上 兆 个 碱 基 的 回 文 区 (图 9- 15); ' 

David Roth SF RI E 3& £t .Petra Pfeiffer FH 3E 24 IT 28 BR 3 XC 89 26 4o Ex 
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林 端 连接 的 机 制 进 行 了 广泛 的 研究 。 断 裂 末端 可 以 通过 断 端 直接 对 接 相连 [图 9-6 
(1)]。 然 而 ,如 果断 端 不 能 坦 接 相连 (如 两 未 端的 极 性 相同 时 ) ,它们 可 以 通过 碱 基 配 对 ， 
然后 末端 合 成 修复 [图 9 - 16(2)]。 断 端 连 搂 后 产生 新 的 连接 体 。 该 过 程 和 末端 DNA 的 
序列 无 关 , 也 不 要 求 两 断 端 之 间 有 任何 同 源 性 。 如 果 有 微小 的 同 源 区 配对 ,反应 发 生 在 短 
的 正 向 重复 处 ,典型 的 为 2~5bp 长 。 此 外 ,天 约 10% 的 情况 下 ,在 断 端 之 间 发 现 有 随机 
MRTE, 

EKETE, KUE EUER A — BEET O DNA 同 源 区 。 这 是 因为 大 
肠 杆 蓝 不 能 让 接连 接 单 链 DNA RI en wa 
当 线形 质粒 分 子 进入 细胞 时 ,能 够 用 Iss 
线形 化 时 所 产生 的 末端 重新 环 化 。 如 | I 
果 不 发 生 环 化 , 则 可 能 发 生 两 种 反应 。 [We 


末端 能 够 与 有 … 小 段 同 源 碱 基 的 内 部 HEC uA y 
序列 结合 ,或 与 有 一 小 ,有 段 同 源 区 的 两 EH — 

个 适 宣 的 内 部 序列 结合 。 目 前 认为 经 . "UP i 
核酸 酶 消化 产生 单 链 DNA 后 ,可 产生 \ 1 | H 
短 的 同 源 区 。 iy E | 


二 . 链 滑动 


ui MATT T 
1966 年 George Streisinger 提出 ， f l 
通过 新 合成 的 DNA 链 与 其 模板 的 错 ' ' 复制 A 


配 可 导致 移 码 突变 。 同 样机 制 在 较 大 
的 范围 内 发 生 时 ,可 以 产生 DNA 的 缺 
失 和 扩 增 ,其 长 度 是 由 新 、 旧 模板 之 间 xk Te Te 
的 距离 而 定 { 见 图 9 - 17)。 因 为 该 机 


制 涉 及 到 新 复制 的 链 同 模板 链 的 配 ， - 
对 ,这 些 过 程 可 能 通过 Watson-Crick | — WP 
RER ATENE, ERE CBE | Mida é 
在 短 的 正 向 重复 序列 。 

某 些 正 向 重复 序列 似乎 是 链 滑动 
发 生 的 热点 ,Jeffrey Miller 等 实验 室 的 图 9~15 斯 裂 -融合 - 恬 循 环 


研究 已 经 在 大 肠 杆 菌 的 Lael 基因 鉴 断裂 -融合 - 桥 勿 环 过 程 中 DNA 序列 能 寝 扩 增 ,形成 一 个 长 的 


了 一 变 的 热点 ， DNA 同文 结构 。 图 示 一 个 染色 体 的 遗传 标 志 { 用 箭头 示 ) 和 丹 
定 个 突变 的 热点 ,所 有 自发 性 突 粒 之 问 发 生 断 慌 。 在 减 效 分 裂 时 , 巢 色 体 复制 产生 两 个 售 断 端 


变 的 273 h EIE, È A S'CTGGSRI KREME MAREMA RNEER EN. AEK 
它 的 互补 链 5'CCAG3' A ER, EL R E po 分 烈 的 后 期 , 宫 双 着 经 粒 的 旨 色 单 体 被 阐 拉 , 移 向 两 极 。 桥 断 
形式 重复 3 次 。 这 种 四 核 苷 酸 序列 持 模 , 商 个 产物 进入 两 个 子 细胞 核 。 断裂 可 能 是 非 对 称 的 并 产生 


一 个 序列 缺失 ,一 个 库 列 扩 增 的 染色 体 。 扩 增 的 人 染 色 体 在 末端 
贝 数 的 增加 和 减少 已 被 发 现 , 表 明 环 沼 一 个 长 的 局 文 结 隐 , 它 是 在 未 映 连 接 时 形成 的 。 矶 和 失 和 扩 增 


出 (looping cut) 可 以 发 生 在 模板 链 和 的 染色 体 仍然 言 有 曾 喘 ， 并 能 再 次 进入 BFB ISR, FEAN 
新 合成 的 链 。 在 人 类 染色 体 上 类 似 的 粒 被 加 到 断 端 时 终止 
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图 9- 16 KAHERAH 
在 哺乳 动物 细胞 , 末 岗 连 楼 反应 能 够 通过 两 种 途径 进行 。 图 (1) 任 意 两 个 未 
端 彼 此 相连 。 图 (2) 在 连接 前 氧 刍 配 对 。 上 述 商 种 情况 有 少量 的 DNA 合成 。 


图 9- 17 MARAD ERA 
在 DNA 复制 过 程 中 ,新 合成 的 DNA 链 有 时 与 它 的 模板 钟离, 并 与 下 游 的 互 
补 序 列 配 对 , 互 牢 序列 为 asa bib RE cue, ix Gf EE DNA 序列 缺失 。 
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图 9-18 SAPRE E PIDEJR SH BUR 
ZECRECEON CHORD RR 1E HR BS HR tT BEDLS COL G WOES TRTDO Be RR E. 
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的 资料 也 有 报道 。 | 
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图 9-19 AXAR RAAR CET AMURUE DRE 
RR a\b Ic HI SERORE s 、b' 和 c 互 补 ,(1) 所 示 为 一 线性 的 回 文 结构 表示 形式 。(2) 所 示 为 回 文 结构 的 一 条 
链 发 生 链 内 的 碱 基 证 对 ,产生 一 个 发 天 结构 。《3) 所 示 为 回 文 结构 的 两 条 链 发 生 健 内 锻 基 配对 ,产生 一 个 十 字 
型 结构 。k4) 所 示 为 一 个 正 向 重复 序列 没有 二 级 结构 形成 。 
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答 失 和 坟 增 的 突变 和 遗传 性 疾病 发 生 有 关 。 这 些 突变 发 生 在 3 个 或 4 个 核 苷 旺 的 重复 序 

列 中 , 称 为 动态 党 和 变 (dynamic mutations) , 5 COGI 序列 在 正常 人 入 6 一 52 个 搁 册 ,在 脆性 

X 染色 体 综 合 征 患者 体内 可 多 于 200 个 搁 由 。 在 享 廷 顿 氏 病 (Huntington's disease, HD), 

5'CAG X 序 刚 由 6 一 33 个 拷贝 增加 到 35 一 121 个 拷贝 。 目 前 认为 单 链 的 55CAG3 序列 有 

形成 异常 二 级 结构 的 倾向 - 这 可 能 是 一 种 假发 夹 ,并 通过 GAC 磊 基 配对 稳定 (如 图 9- 

18)。 此 外 ,这 些 序列 难于 通过 DNA 集合 酶 进行 复制 ,这 可 能 由 于 停顿 过 长 ,从 而 促进 链 

油 动 。 在 动态 罕 变 中 ,尚未 证 明 链 滑动 的 作用 。 奉 另 一 种 模型 中 ,由 于 同 源 重 组 引起 重复 
序列 数 日 的 增加 和 减少 也 是 可 能 的 . 

末端 连接 和 链 清 动 反 应 能 导致 在 短 的 正 向 重 

复 序列 处 形成 重组 连接 点 。 同 样 , 如 果 在 链 滑 动 的 

过 程 中 有 非 Watson-Crick 氨 键 的 相互 作用 的 可 能 

性 ,通过 未 端 连接 和 链 滑 动 这 两 种 机 制 有 可 能 在 非 

N [Rf AGE REE. EIE E SEES 9 025 HL EX Sox 

: eus 。 ”丙种 机 制 是 不 可 能 的 。 末 端 连接 反应 涉及 到 通过 

x Aue TEER Eke E, m zh pF 

一 —À 及 到 的 只 是 一 个 单 链 末 端 与 完整 的 链 之 间 的 相互 

作用 。 TE DNA 被 重新 引 人 到 细胞 内 之 前 ,在 体外 

y 使 双 链 断 裂 , 是 一 个 很 有 用 的 研究 末端 连接 的 实验 

技术 。 然而 研究 链 滑 动 则 没有 这 样 简 单 的 方法 。 

因此 ,对 它 参 与 大 规模 重 排 的 许多 争论 的 证 据 都 是 


间接 的 。 
t 三 、 二 级 结构 促进 异常 重组 
s "m 
SUR oy | ERA 有 充分 的 研究 证 明 , 能 引发 异常 重组 的 DNA 
Ld 六 一 一 序列 是 反 向 重复 序列 和 长 的 国文 序列。 回 文 序列 


是 没有 间隔 DNA 的 反 向 重复 序列 。 这 些 序列 有 可 
ms- Ruds&skxeaeuaa 能 以 单 链 发 类 结构 的 形式 存在 ,或 以 双 链 的 形式 形 
当 DNA 复制 进入 到 链 内 碱 基本 对 区 时 ,有 可 能 成 十 字 型 结构 (如 图 9 - 19) ,这些 结 构 可 以 通过 细 
产生 n Mei HAUMEEUCROI 滑动 引发 异常 重组 。 通 过 与 其 末端 相 邻 的 , 短 的 正 
与 vB 配对 .， x i 5g i] " - 
rT AIMO MEER DL e, Rr 
《在 回 文 结构 的 外 部 )。 这 些 正 向 重复 (由 ab 一 个 重复 序列 位 于 回 文 结构 内 部 ,而 另 -个 重复 序 
和 上 代表) 可 以 小 到 具有 3 EHTIE KC. 列 又 刚好 位 于 回 文 结构 外 部 ,这 就 构成 了 一 个 模 
式 ,复制 进行 到 回 文 结构 时 只 进行 到 一 定 的 距离 之 
后 则 停滞 。 然后 新 合成 的 链 从 模板 上 解 离 并 与 附近 的 任何 互补 序列 配对 。 这 种 典型 序列 
常见 于 回 文 序列 的 下 游 。 我 们 可 以 根据 这 种 不 对 称 性 来 确定 缺失 反应 中 的 供 体 和 靶 重 复 
序列 。 供 体重 复 序列 位 于 回 文 序列 内 部 ,而 各 重 复 序 列 位 于 回 文 序 列 的 外 部 (如 图 9- 
20). ARRA NEPE FEE H HI TA IU EPR B BE 38 D T S OLD WI SREE ROS E GE iX ET DL 
过 确定 一 段 含有 同文 结构 和 适宜 位 点 的 DNA 的 倒转 效应 来 完成 (如 图 9 - 21)。 资 料 表 
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明 ,缺失 常 发 生 在 后 随 链 。 
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图 9-21 EDEREK ME 
当 一 个 新 复制 的 DNA fl M - -个 方向 进 人 到 一 个 同文 序列 时 ,如 果 在 同文 序列 的 下 游 有 
-AEWRE FTA , 链 滑动 可 能 发 生 。-- 个 适宜 的 二 重复 序列 是 恰好 位 于 回 文 结 移 
之 外 的 一 个 序列 ,与 回 广 结构 内 的 序 细 有 风 个 碱 基 互 补 。 图 (1) 适 宜 的 鞠 垃 点 位 于 后 随 
链 复 制 的 下 游 ,而 图 (2) 中 ,同样 适宜 的 靶 位 点 位 于 前 导 链 复制 的 下 游 。 资 料 表明 ,如果 
SERA ACE ,优先 发 生 在 后 随 链 。!1) 的 缺失 频率 应 当 较 商 。 


在 重复 序列 之 间 带 有 非 重复 序列 的 反 向 重复 序列 也 可 发 生 缺 失 , 但 与 较 典 型 的 回 文 
序列 相 比 ,其 频率 较 低 。 这 些 异 常 重组 反应 引起 转 座 元 件 切除 (例如 Tn10 和 已 ) ,其 作用 
机 制 可 能 与 此 相似 ,在 大 肠 杆 菌 中 很 长 的 .典型 的 加 文 序列 ( 总 长 度 大 于 150 bp)， 根 本 不 
能 被 复制 。 这 是 由 于 Sbe CD( — PAR ECT ATP 的 核酸 酶 ?的 作用 下 切除 了 DNA 的 发 夹 
结构 。 


(KE d) 
参考 文献 


[1] Lewin B. Genes, New York; Oxford University Press, 1997.989 

[2] David R F. Genetic recombination. Blackwell Science Ltd, 1996 

[3] Snyder L et al. Moleculat Genetics of Bacteria. Ametican Society for Mrembiology. Washington D C, 1997 

[4] 意 克 中 .基因 及 其 吉 达 .北京 ;科学 出 版 社 , 1996 

[5] Strachan Tom et al. BIOS Scientific Publishers Limited, 1996 

[6] Low K B. A Collection of Review Articles on Homologous Recombination. Academic Press, San Diego, 1988 

[7] Myers R S et al. Ann Rev Genet, 1904, 28,49 

[8] Fetes T D. The Molecular and Cellular Biology of Yeast Saccharomyces. Cold Spring Harbour Press, 1991. 1:407 
[91 Stahl F W. Genetic Recombination, Thinking About it in Phage and Fungi. Freeman, USA, 1979 


* 819 * 


10] Whuchouse H L K, Genetic Recombination, Understanding ihe Mechanisms. Wiley, New York, 1982 

11] Berg DE et al. Mobile DNA. American Society for Microbiology , Washington, 1989 

12] Griffiths A J et al. An Introduction to Genetic Analysis( Sth edn). Freeman, New York, 1993 

113] Kulcherlapati R et al. Genetic Recombination. American Society for Microbiology Washington, 1988 

lá! Moens P R et al. Meiosis. London: Acaderme Press Orlando, 1987 

15] Stahl F W. Ann Rev Genet, 1979.13:7 

16] Sinon M et al. Science, 1980. 209; 1370 

17] Dresster D et al. Ann Rev Biochem, 1982.51; 727 

18] Cox M M et al, Ann Rev Biochem, 1987. 56;228 

19] Glasgow A C et al. Mobile DNA. Washington D. C. ; American Society for Microbiology , 1989 

20] Carpenter A T. Proc Nat Aacad Sci USA, 1975, 72:3186 

21] Shibata T R et al. Proc Nat Aacad Sei USA, 1979. 76,1638 

22] Szostak T W et al. Cell, 1983. 33:25 

(23? Padmore R et al. Cell, 1991, 66,1239 

241 Sun H et al. Cell, 1991. 64:1155 

25] Holliday R. Genet. Res, 1964. 5:282 

267? Jones M ct al. Cell, 1987. 50.621 

127; Paquette N et al. Molec. Gen. Genet, 1978. 163:313 

L28] Holliday R. Genet Res, 1964. 5.282 

29] Kownlezykowski S. Microbiol. Rev, 1994. 38:401 

30.1 Lloyd R G et al. Cellular and Molecular Biology, 2nd ed. Washington, D. C. : ASM Press, 1996 

31; Meselson M S et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1975. 2,358 

[32] Lloyd R G. J Bacteriol, 1991. 173:5414 

[33] Lloyd R G. J Bacteriol, 1985. 164,836 

[34] Dixon D A et al. Cell, 1993. 73,87 

[35] Miesel L et al. ] Bacteriol, 1996. 178.3146 

367 Parsons C A ex al, Proc Natl Acad Sci USA, 1992. 89,5452 

137] Rao B J et al. Proc Natl Acad Sci USA, 1991. 88,2984 

[38] Sawitzeke ] A. Genetics, 1992. 130.7 

[39] Stahl F W et al, Genetics, 1980. 94,235 

[40] Szostak J W et al, Cell, 1983. 33:25 

[41] Taylor A F et al Proc Natl Acad Sci USA, 1992. 89.5226 

[42] Taylor A F. Genetic Recombination, Washington: American Society for Microbiology, 1988. pp. 231 ~ 263 

[43] Thaler D S et al. Genetics, 1987. 116:501 

[44] West SC. Proc Natl Acad Sci USA, 1981. 78,6149 

[45] Cox M M et al. Proc Natl Acad Sci USA, 1981. 78,6018 

[46] Hagemann A T et al. Genetics, 1991. 129:611 

[47] Kahn R et al. Proe Natl Acad Sci USA, 1981. 78,4786 

L48] Kobayashi 1 et al. Proc Nati Acad Sci USA, 1982. 79,5981 

[49] Kobayashi T et al. Cold Spring Harbour Symp. Quant. Biol, 1985. 49,407 

[50] Kobayashi 1 et al. Genetics, 1983. 104,549 

151] Potter H et al. Proc Nat] Acad Sci USA, 1977. 74,4168 

[52] Rao J J. Proe Natl Acad Sci USA, 1993, 90.6646 

53j Siddiqui I. Genetics, 1991. 125:7 

[54] Stahl F W. Mole Gen Genet, 1975. 140;29 

53] Sahl F W. J Mole Biol, 1985. 181 :199 

56] Stahl F W et al. Genetics, 1974, 77,395 

57] Cozzarelli N R et al. DNA Topology and its Biological Effects, New York: Cold Spring Harbor Press, 1990. PP. 139 ~ 
184 


[581 Droge P et al. Methods in Enzymology, 1992, 212.120 
[59] Drhea K. Microbiol Rev, 1984. 48,273 


- 30 - 


(87] 


Wang J. Ann Rev Biochem, 1985. 54:665 


] Wang T C. Ann Rev Biochem, 1906. 65,635 


Cox M M. Genetic Recombination. Washington; American Society for Microbiology , 1988.429 — 443 
Hall R M er al. Molec Microbiol, 1995. 15:593 


} Hatfull G F. Genetie Recombination. Washington: American Society for Microbiology, 1988. 357 — 396 
] Landy A. Ann Rev Biochem, 1989. 58:913 


Stark W M, Boocock M R et al. Trends Genet, 1989. 5.304 

Stark W M. Trends Genet, 1992. 8:320 

Stark W M ct al. Mobile Genetic Elements: Frontiers in Molecular Biology. Oxford : Oxford University Press, 1995. 101 
~ 129 

Benjamin H W et al. Cell, 1985. 40:147 

Cox M M. Genetic Recombination. Washington: Arnerican Society for Microbiology, 1988.429— 443 

Nash H A et al. J Mol Biol, 1983. 170.19 

Reed R R. Cell, 1981. 25;713 

Spengler S J et al. DNA structure Cell, 1985. 42:325 


| Stark W M et al. Cell, 1989. 58,779 — 790. 


Nash H A. Cellular and Molecular Biology, 2nd ed. Washington, D. C. : ASM Press, 1996 
Weisberg R et al. Site-specific recombination in phage lambda. New York; Cold spring Harbor Laboratory, 1983 
Thompson J F et al. Mobile DNA. Washington D. C. ; American Society for mocrobiolegy, 1989 


] Allgood N D et al. Genetic Recombination. Washington D. C. American Society for Microbiology, 1988. 309—330 
] Champoux J J et al. Genetic Recombination. Washington: American Society for Microbiology, 1988. 655 —667 
J Ehrlich $ D. Mobile DNA. Washington ; American Society for Microbiology, 19089. 799—832 


Ehrlich S D et al. Gene, 1993. 135;161 
Meuth M. Mobile DNA. Washington: American Seciety for Microbiology, 1989. 833—860 
Leach D R F. Genetic Engineering, Principles and Methods. London; Plenum Publishing, 1995 


] Leach DR F. BioEssays, 1994. 16.893 


Roth D. Genetic Recombination. Washington; American Society for Microbiology, 1988. 621—654 
Darlow J M. Genetics, 1995. 141,32 
Trinh T Q et al. Nature, 1991. 352.544 


31:7 


第 十 章 转 E 
第 -一 节 H yRc 78] 


通常 认为 基因 组 是 相对 稳定 的 ,变化 只 是 在 漫长 的 进化 过 程 中 发 生 , 我 们 习惯 的 司法 
居 道 过 泪 传 图 谱 的 构建 来 鉴定 已 知 基 因 的 基因 座 , 这 意味 着 基因 组 中 的 序列 通 当 处 于 恒 
定 的 位 置 ,, 同 源 性 重组 允许 同 源 染色 体 之 间 进 行 壮 传 物质 交换 ,产生 等 位 基因 新 的 组 合 ， 
除 此 之 外 ,不 对 遗传 物质 进行 重新 组 织 。 

物种 分 化 之 后 其 相互 之 间 的 关联 性 {例如 ;人 和 阁 之 间 } 表 明 遗 传 结 枸 是 相对 稳定 的 。 
原核 和 真 核 细 胞 产生 的 时 间 上 的 差 努 表明 它们 在 时 间 上 的 进化 尺度 也 许 是 不 同 的 ,但 妇 
使 对 原核 生物 来 说 ,基因 组 总 的 结构 变化 也 是 相对 较 慢 的 。 例 如 ,不 同 的 细 落 ,如 大 上 肠 杆 
EA 8,055 SC EP P] EC TR 9 38 ERNEA 

癌 总 的 稳定 性 相反 ,由 于 多 态 变 异体 的 存在 ,在 分 子 水 平 上 ,每 个 个 体 的 基因 组 之 间 
县 有 明显 的 差异 性 。 我 们 观察 到 ,小 卫星 DNA 的 长 度 由 于 重组 而 发 生变 化 ,致使 每 个 个 
体 的 基因 组 皆 不 相同 。 另 - :主要 的 变化 ,是 由 转 座 元 件 (transposable elements) ik 46 HE F 
《transposons) 所 引起 的 ,它们 是 在 基因 组 中 可 移动 的 独立 的 DNA 序列 ,也 就 是 能 够 转移 
到 基因 组 内 的 其 他 位 置 上 去 ， 转 座 子 的 标志 是 它 不 以 狼 立 的 形式 存在 (如 鸭 菌 体 或 质粒 
DNA) ,而 在 基因 组 内 由 一 个 部 位 直接 转移 到 另 一 个 部 位 。 一 个 转 座 子 由 基因 组 的 一 个 
位 置 称 到 另 -- 个 位 置 的 过 程 称 为 转 座 。 促 进 转 座 的 栈 称 转 座 杉 , 转 座 子 常常 编码 它 自己 
的 转 座 酶 ,并 且 每 次 移动 时 携带 转 座 必 需 的 基因 -起 在 基因 组 内 路 迁 ,所 以 转 座 子 又 称 跳 
FERAE D jumping genc)。 转 座 以 很 低 的 频率 发 生 , 而 且 转 座 子 的 插 和 人 是 随机 的 ,不 依赖 子 
转 座 子 和 靶 位 点 之 间 任 何 序列 的 同 源 性 (有 时 有 程度 不 同 的 颁 向 性 )。 转 座 子 有 时 插 人 到 
一 个 结构 基因 或 基因 调节 序列 内 并 引起 基因 表达 的 改变 。 

转 座 郊 件 首先 是 由 Barbara McClintock 于 40 年 代 在 玉米 的 遗传 学 研究 中 发 现 的 ,她 
称 之 为 控制 元 件 (controlling element), 因 为 它 不 仅 能 够 在 基因 组 内 转移 ,而 且 也 能 改变 基 
因 的 活性 并 引起 功能 改变 。 但 在 当时 ,这 些 发 现 未 引起 足够 重视 。 直 到 1968 年 ,分 子 水 
平 的 研究 证 实 了 在 大肠 杆菌 中 转 座 元 件 的 存在 ,这 小 引起 科学 家 的 重视 并 进行 了 深入 细 
致 的 研究 。 现 在 认为 , 转 座 子 存 在 于 地 球 上 所 有 生物 体内 ,包括 人 类 。 

有 时 转 座 子 也 引起 基因 组 序 别 的 重 排 。 研究 转 座 子 的 意义 不 仅仅 在 于 其 涉及 到 
DNA 的 操作 机 制 ,它们 的 移动 性 也 和 进化 有 关 , 在 基因 组 内 ,它们 也 许 是 突变 的 主要 来 
源 。 

基因 组 的 进化 以 获得 新 的 序列 和 对 原 有 序列 进行 重 排 的 方式 进行 。 新 的 序列 的 突然 
引信 是 载体 在 基因 组 之 间 转 移 信 息 的 结果 。 染色 体外 的 成 分 通过 介 导 一 定 长 度 ( 和 通常 很 
得) 的 遗传 物质 的 传递 来 水 平 转移 信息 , 细 散 通过 接合 转移 质粒 ,而 哄 获 体 通 过 感染 传播 。 
质粒 和 噬菌体 在 转移 它们 自己 的 复制 子 的 同时 自 尔 也 会 转移 宿主 的 基因 , 某 些 细菌 通过 
转化 来 直接 交换 DNA。 在 真 核 生物 中 , 某 些 病 毒 (例如 反 和 转录 病毒 ) 在 感 架 岂 期 中 能 传递 
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遗传 信息 。 
重 排 吓 能 产生 新 的 序列 ,并 且 通 过 置 原 有 序列 于 新 的 调节 状态 下 而 改变 其 功能 。 重 
排 是 基因 组 内 部 发 生 的 过 程 。 它 们 是 细 胞 系统 由 于 同 源 性 重组 和 修得 而 进行 重组 或 转 座 
了 转 座 的 结果 。 
1) 交互 重组 发 生 在 真 核 细 胞 内 同 凑 染色体 祖 关 部 位 之 间 ; 偶 尔 发 生 的 非 交 叉 重 组 引 
起 基 国 座 的 复制 或 重 排 。 在 一 个 基因 组 内 序列 的 复制 是 新 序列 的 主要 来 源 。 该 
序 纪 的 … 个 振 册 可 以 保留 它 的 原 有 功能 而 另 一 个 可 以 产生 一 种 新 的 功能 。 在 一 
个 染色 体内 ,这 种 重新 组 会 品 然 是 和 遗传 重组 有 关 的 通常 反应 机 制 的 相关 产物 。 
大 量 的 重 排 也 见于 非 向 源 染 色 体 之 间 的 易 位 ,但 还 不 清楚 其 产生 机 制 。 
2) 在 原核 和 真 核 基 因 组 中 , 转 座 子 的 移动 性 提供 了 产生 变化 的 强大 动力 ,和 基因 组 
重新 构建 有 关 的 许多 其 他 过 程 不 同 , 转 座 不 依赖 于 供 体 和 受 体 位 点 处 序列 之 间 的 
任何 关系 。 转 座 子 被 限定 于 移动 其 本 身 ( 有 时 伴随 附加 序列 ) 到 同一 基因组 内 的 
其 他 部 位 。 因 此 ,对 于 那些 能 把 序列 由 一 个 基因 组 转移 到 另 一 个 基因 组 的 载体 而 
言 ,它们 是 一 种 内 部 的 载体 类 似 物 。 


第 二 节 ” 转 座 子 的 分 类 [31~40] 


转 座 子 分 为 网 个 基本 类 型 ,第 一 部 分 所 描述 的 转 座 子 是 以 编码 蛋白 质 的 DNA 序列 
的 形式 存在 ,这 些 恒 白 能 直接 操作 DNA, 从 而 使 转 座 子 能 够 在 基因 组 内 繁殖 其 自身 。 下 
一 部 分 叙述 的 转 座 子 与 反 转录 病毒 相关 ,并 且 它 们 可 移动 的 特性 来 自 于 它们 能 由 RNA 
转录 物产 生 DNA $R 3x fh DNA 拷贝 然后 被 整合 到 基因 组 的 新 位 点 。 

在 原核 和 真 核 细 胞 内 都 发 现 了 通过 DNA 移动 的 转 座 子 的 存在 。 每 个 细菌 的 转 座 子 
句 携 带 着 编码 其 自 身 转 座 所 需 的 酶 活性 的 基因 ,虽然 它 也 可 能 需要 其 所 在 的 基因 组 的 三 
助 功能 (如 DNA 聚合 酶 或 旋转 酶 )。 类 似 的 系 统 也 存在 于 真 核 细胞 ,虽然 涉及 到 转 座 的 
酶 的 功能 还 尚未 被 很 好 地 鉴定 。 

一 个 基因 组 可 能 含有 功能 性 的 和 非 功 能 性 的 (缺陷 性 的 ) 转 座 成 分 ;在 实 核 基因 组 中 ， 
这 些 成 分 的 大 部 分 常常 是 缺陷 性 的 ,并 且 已 经 丧失 了 独立 转 座 的 能 力 , 虽 然 它们 仍然 可 以 
作为 转 座 的 底 物 而 被 功能 性 转 座 子 产生 的 酶 所 识别 。 

. 转 座 元 件 可 直接 或 间接 地 促进 基因 组 的 重 排 。 转 座 过 程 本 身 可 引 超 缺 失 、 倒 位 或 导 
致 宿主 的 部 分 序列 迁移 到 新 的 位 置 。 由 于 转 座 子 的 “可 移动 的 同 源 区 ”(portable regions of 
homology) 的 功能 ,使 其 可 作为 细 胸 重组 系统 的 底 物 ;在 不 同位 置 上 的 一 个 转 座 子 的 两 个 
拷贝 (甚至 在 不 同 的 染色 体 上 ) 可 以 提供 交互 重组 的 位 点 。 这 样 的 交换 可 引起 缺失 ,插入 、 
倒 位 或 易 位 。 

转 座 子 的 间 睦 的 活动 性 似乎 为 自然 选择 提供 了 -个 不 确定 的 轰 部 位 。 这 种 考 虚 促 成 
了 一 种 看 法 认为 (至 少 某 些 ) 转 座 元 件 既 不 赋予 表 型 以 优点 也 不 赋予 以 缺点 。 它们 村 成 
“HÆ DNA" (selfish DNA) ,只 关心 自身 的 繁殖 。 的 确 ,如 果 考 虑 转 座 为 一 种 不 同 于 细胞 
其 他 重组 系统 的 过 程 ,我 们 还 是 接受 了 这 种 观点 : 转 座 子 是 位 子 基 因 组 内 的 一 个 独立 的 实 
转 座 子 与 基因 组 的 这 种 关系 相当 于 寄生 虫 与 宿主 的 关系 。 转 座 子 的 扩 增 大 概 通过 产 
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生 有 雪 的 结果 而 得 到 平衡 ,例如 转 座 过 程 可 能 火 活 一 个 必需 的 基因 ,或 者 过 多 转 座 了 的 存 
在 可 变 为 细胞 的 一 种 负担 。 然 而 我 们 也 必须 记 住 ,任何 转 座 过 程 经 可 提供 -个 选择 优势 
(例如 ,基因 重 排 ) ,这 将 导致 携带 活性 转 座 于 的 基因 组 易于 存活 。 


— f& A FN 


最 早 被 鉴定 的 转 座 元 件 是 细菌 操纵 子 中 的 自主 揪 信 序列。 这 种 插 人 阻 引 了 插 人 部 位 
基因 的 转录 和 /或 翻译 。 到 目前 为 止 , 已 经 对 许多 不 同类 型 的 转 座 元 件 进 行 了 鉴定 。 

最 简单 的 转 座 子 被 称 为 插入 序列 ISCinsertion sequences, IS), TAN ge ski T - 
个 1S 前缀 ,其 后 是 一 个 数字 代表 其 类 型 。( 最 早 的 类 型 被 编码 为 ISI — 4 ;后 来 编码 的 类 
者 后 面 的 数字 表明 它们 分 离 的 历史 ,但 和 自前 所 分 离 的 转 座 子 的 总 数 无 关 )， 

IS 元 件 是 细菌 染色 体 和 质粒 的 正常 组 成 部 分 ,- -个 大 肠 杆 菌 标准 株 很 可 能 含有 儿 个 
拷贝 (一 般 小 于 10 个 ) 的 最 常见 的 任意 一 种 IS 无 件 。 可 利用 双 宵 号 来 描述 对 一 个 特殊 位 
点 的 插入 ,例如 ,X; ;ISI 指 的 是 - -个 ISI 元 件 播 人 到 入 噬菌体 中 。 

IS 无 件 是 独立 的 结构 单位 ,每 个 元 件 只 编码 为 自身 转 座 所 需要 的 蛋 和 白质 。 每 种 IS 
TEHER YER EH ,但 在 结构 上 具有 一 些 共同 的 特征 。 一 个 转 座 子 在 靶 部 位 插入 
前 后 的 结 移 见 图 10 - 1。 

IS 元件 的 末端 为 短 的 反 向 未 端 重复 {inverted terminal repeats) FA 3E a£ 3x BA £8 N 
密切 相关 ,但 并 不 完全 -一 样 。 如 图 10 - 1 所 示 。 

当 一 个 IS 元 件 转 座 时 , 插 


183 | ORFÁ | ^ "ORB 7 
IR R 人 部 位 的 一 段 宿主 DNA 序列 被 


| 复制 。 通 过 插入 前 后 地 部 位 序 
列 的 比较 揭示 了 复制 的 性 质 。 


TOATGACIATTIAACCTATAA 图 10 -1 表明 ,在 插入 部 位 , IS 


HE DNA Act aeiel AA ACTA TAA DNA 总 是 和 很 短 的 正 向 重复 序 
"n S! (direct repeats) 83k ,. H Tr df 

人 之 前 靶 部 位 只 有 这 两 个 重复 

一 名 "和 一 /一 外 -> ur: CIERRE 


位 序列 为 AMT, 转 座 后 在 转 座 子 
的 两 侧 各 存在 一 个 此 序列 的 措 
Dn. 


通过 一 个 转 座 子 进行 的 转 


IR 4übp 上 反 向 重复 序列 
ORTAB HER 


JA 。 3bp RA 


图 10-1 1853 的 结构 
播 入 序列 1S3 818839 93, OR PENIS IS BAES, animan pe 
生 正 向 重复 序列 。 
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座 , 在 每 个 转 座 过 程 中 , 正 向 重 
复 序列 绽 可 不 向, 但 对 任何 特定 
的 IS 序列 来 说 , 此 重复 序列 的 
长 度 是 恒定 的 (这 与 转 座 的 机 制 
相关 ), 其 最 常见 的 长 度 为 3~ 
9 bp, 


因此 ,1IS 元 件 具 有 一 个 典型 的 结构 , 它 的 末端 为 反 向 重复 序列 ,而 与 其 相连 的 宿主 
DNA 的 末端 为 短 的 正 向 重复 序列 。 当 在 一 段 DNA. 序列 中 抑 到 这 种 结 梅 类 型 时 ,可 被 用 
来 鉴别 转 座 子 。 

多 数 IS 元 件 可 插入 到 宿主 DNA 的 许多 不 同 部 位 ,但 一 些 1S 元件 对 某 些 特殊 热点 显 
示 出 (不 同 程 度 的 ) 椭 向 性 。 

友 向 重复 序列 标明 了 转 座 子 的 末端 。 所 有 类 型 转 座 子 的 转 座 丝 需 末端 识别 。 阻 止 转 
座 的 “ 顺 式 作用 "(cis-acting) 突 变 位 于 末端 ,末端 被 与 转 座 有 关 的 蛋白 所 识别 ,该 蛋白 称 为 
FEVER (transposase) s 

BR IST 之 外 ,所 有 的 玛 元 件 皆 含有 一 个 单一 的 长 编码 区 ,其 起 始 于 一 端的 反 向 重复 
序列 之 内 ,而 刚好 终止 于 另 一 端的 反 向 重复 序列 之 前 或 之 内 , 它 编码 转 座 酶 。JS1 的 结构 
较为 复杂 ,有 两 个 单独 的 可 读 答 ;在 翻译 过 程 中 ,要 通过 一 个 框架 的 迁移 而 使 两 个 可 读 框 
篆 被 利用 而 产生 一 个 转 座 酶 。 

不 同 转 座 元 件 的 转 座 频率 不 同 , 总 的 转 座 频 率 为 每 种 元 件 每 代 10-3-- 10-4 次 。 单 一 
又 部 位 的 插 人 频率 与 自发 性 突变 率 水 平 相当 (每 代 10-5 一 10-7 次 )。 回复 {通过 元 件 
的 确切 切除 ) 常 常 很 少 发 生 ,其 频率 为 每 代 10-4 一 10- 次 ,这 大 约 是 插入 的 频率 的 于 分 
之 一 。 


复合 型 转 座 于 基本 结构 

二 、 复合 型 转 座 子 " 

-- 些 转 座 子 除了 具有 与 转 V 7 M n" 
座 有 关 的 功能 外 也 携带 药物 抗 SRANIE IS RR SERT 
性 (或 其 他 ) 标 志 ,这 些 转 座 子 被 
命名 为 Tn, 并 在 后 边 带 有 一 个 IS50 Kan Bk St IS50 
数字 。 一 类 较 大 的 转 座 子 被 称 Uns 5 700 bp 
78 E. AME T ( composite [ $00 bp 
transposons) , 它 的 中 心 区 携带 药 181 Cam' IS] 
物 抗 性 标志 ,两 侧 为 由 IS 元件 Tag 2638bp 
A RE. 768 bp 

辟 可 以 正 向 或 (更 常见 的 ) 反 1810 Tet IS70 
由 方式 排列 ,因此 ,一 个 带 着 正 向 To/0 93006 [2 ——— —* —4 
重复 臂 的 复合 型 转 座 子 具 有 如 下 (mt 
结构 ;| NL 中 心 区 | NES. d 图 10- 2 复合 型 转 座 子 的 结构 


REDE I C] CAI A, REESE HT 3g 某 些 复合 型 转 座 子 的 结构 ;复合 型 转 座 子 有 -个 与 转 座 无 关 的 中 心 区 
E> OK< HB. NX 《如 药物 抗 性 ) ,两 出 与 IS 元 件 相 连 Tns ,Tn9 mr NLIS ERR OS e BE 

LE» i ENER Kan" , 氧 手 案 抗 性 基因 Com". MER ENIMS AEG LT EAM 
示 辟 的 方向 ,L 和 R 则 民 表 转 座 I 元 件 之 中 的 一 个 。 IS 元 忻 的 排列 可 以 基 相 同方 向 或 相反 方向 的 。 
子 遗 传 图 谱 的 在意 一 个 由 左 到 Fan" F BE EK (kanamycin) BUE Cars! «BERE (chloramphenicol) Bt fE Str 
右 的 方向 。 一 个 复合 型 转 座 子 SEE (streptomycin) FEEE .Tet 四 环球 (tetracycline) 抗 性 和 Bep Sc 


{bleomycin) 抗 性 。 
的 结构 见 图 10 - 2, 在 此 图 中 还 r 


-R5 


总 结 了 一 些 常 见 的 复合 型 转 座 子 的 特性 。 

因为 璧 由 IS 组 成 ,每 个 ]IS 具有 通常 的 反 向 重复 未 端 结构 ,因此 复合 型 转 座 子 具有 问 
样 的 短 的 反 向 重复 末端 。 

在 其 些 情况 下 ,一 个 复 台 型 转 座 子 的 IS 结构 单位 是 一 样 的 ,例如 ,Tn9(ISI1 EPI 
复 } 和 Tn903(IS903 反 向 重复 )。 在 其 他 一 些 情况 下 ,IS 单位 是 密切 相关 的 ,但 并 不 完全 
一 致 。 因 此 ,我 们 能 够 区 别 出 Tn10 或 Tn5 B5 LAO R IS JI. 

一 个 功能 性 的 IS 结构 单位 能 转 座 它 本 身 或 整个 转 康子 。 当 一 个 复合 型 转 座 子 的 IS 
结构 单位 相同 时 .例如 在 Tn9 或 Tn903 ,也 许 任意 -个 IS HE BE E dE EF ERE. OM ISO 
同时 ,它们 也 许 在 功能 上 也 是 不 同 的 ,例如 在 Tn5 或 Tn10 ,这 样 转 座 完全 或 主要 依赖 两 


Q) IS 


(2) 


Ai: 218 AES] A 
/ S) Ng 7 
IR | IR A IR IR 
nl Pj////////,$ 


图 10-3 复兴 型 转 座 子 的 转产 
两 个 IS 元 件 能 够 使 任何 位 于 它们 之 间 的 DNA 序列 转 座 ，(17 转 座 酶 作用 于 IS 元 性 的 末端 引起 转 座 。{2) 在 
DNA 序列 中 ,两 个 同样 类 型 区 元 件 改 此 靠近 , 转 座 酶 在 它们 的 外 部 未 端 发 生 作 用 ,引起 它们 -起 转 座 并 携带 着 它 
们 之 间 的 DNA 序列 。 
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T JS 中 的 一 个 。 
我 们 假定 E 两 个 原来 独 x 的 IS 5 Ty 单 Tn!) 后 


位 与 中 心 区 连 在 一 起 时 , 即 形成 一 个 复合 型 
转 座 子 。 当 一 个 IS 元 件 转 座 到 邻近 供 体 部 
位 的 一 个 受 体 部 位 时 ,这 种 情况 即 可 出 现 。 
这 两 个 相同 的 IS 可 以 仍然 保持 相同 或 发 生 


n a 转 座 了 整合 到 
分 化 。 一 个 单一 的 IS 结构 单位 可 使 整个 复 环形 DNA 中 4 


台 型 元 件 座 转 的 能 力 可 解释 为 缺乏 使 两 个 
IS 结构 单位 皆 保 留 活性 的 选择 性 压力 。 

是 什么 使 复合 型 转 座 子 而 不 是 其 IS 结 
构 单 位 发 生 转 座 呢 ? 当 两 个 IS 缘 有 功能 的 
情况 下 ,该 问题 尤其 显得 急迫 。 在 Tn9 P, 
IS 结构 单位 为 IST ,假定 每 一 个 IS 本 身 和 复 
合 型 转 座 子 一 样 ,第 上 其 有 活性 ,为 什么 转 座 
子囊 作为 一 个 整体 得 以 维持 而 不 是 每 一 个 播 
人 序列 自行 其 事 呢 ? 

事实 上 两 个 IS 元 件 可 与 位 于 其 中 间 的 
任何 序列 转 座 , 包 括 其 自身 。 如 图 10 - 4 所 或 
TIE Tn10 位 于 一 个 环 状 的 复制 子 上 , 它 
的 两 个 IS 结构 单位 可 以 被 认为 是 与 原来 
Tn10 HY ter" 基因 相连 或 和 环形 结构 的 另 一 国 10-4 Th10 WAE 
部 分 相连 。 这 样 一 个 转 座 过 程 可 能 涉及 到 原 gie ook -个 复合 型 转 应 子 , 当 Th10 为 环形 分 
来 的 Tn10 转 座 子 或 者 产生 一 个 带 有 另 一 个 子 的 一 部 分 时 ,IS10 重复 序 芭 能 使 环 的 任意 -人 转 座 。 
中 间 区 域 的 内 外 苏 倒 的 新 的 转 座 子 。 

注意 原来 的 和 内 外 凑 倒 的 转 座 子 此 有 两 个 反 向 的 IS 元 件 结构 单位 ,显然 不 论 与 中 心 
区 的 相互 方向 如 何 , 它 们 禹 可 发 挥 功能 。 对 于 复合 型 转 座 子 来 说 , 随 着 中 央 序 列 的 增长 ， 
转 座 的 频率 降低 。 所 以 长 度 的 依赖 性 是 决定 普通 复合 型 转 座 子 大 小 的 一 个 因素 。 

文 持 复合 型 转 座 子 转 座 的 一 个 主要 的 动力 是 对 中 心 区 所 携带 的 标志 的 选择 。 一 个 
[S10 结构 单位 自身 可 以 随意 地 移动 ,并 且 比 Tn10 的 移动 频率 高 一 个 数量 级 。 但 对 dert 
的 选择 可 使 Tn10 维持 在 一 起 ,因此 在 选择 的 条 件 下 ,完整 的 Tn10 的 转 座 频率 可 明显 增 
加 。 

IS 元件 所 编码 的 转 座 酶 的 活性 负责 识别 一 个 革 部 位 和 识别 转 座 子 的 末端 。 只 有 和 转 
座 子 的 末端 可 作为 转 座 的 底 物 。 


第 三 节 转 座 发 生 的 机 制 9~27] 


转 座 子 插入 到 一 个 新 的 部 位 的 通常 步骤 是 :在 加 DNA 上 制造 一 个 交错 的 切口 ,然后 
转 座 子 与 寞 出 的 单 链 末 端 相连 接 ,并 填充 缺口 。 交错 末端 的 产生 和 填充 解释 了 在 插入 部 
DL ES DNA 正 向 重复 的 原因 。 在 两 个 链 的 切口 之 间 的 交错 决定 了 正 向 重复 的 长 度 ; 
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这 样 千 个 转 座 子 靶 部 位 的 重复 特征 反映 了 参与 切割 艳 DNA 的 酶 的 几何 学 特征 。 
一 、 三 种 不 同类 型 的 转 座 


所 有 形式 的 转 座 皆 利用 交错 末端 ,但 是 ,我 们 能 区 别 出 三 种 不 同类 型 的 转 座 子 移动 机 
SIC 10- 5). 
(1) AAA $i È {replicative transposition) 在 转 座 反 应 过 程 中 , 转 座 的 元 件 被 复 
d) Rug 制 , 因 此 转 座 的 序列 实际 上 是 原来 元 件 的 一 个 
——— 谎 贝 。 如 图 10-5(1) 所 示 ,作为 自身 移动 的 一 
上 一 个 部 分 , 转 座 子 被 复制 ,- “个 拷 册 仍 保 留 在 原来 
一 一 一 一 一 二 = 一 = 的 位 置 上 ,而 男 一 个 划 插 入 到 一 个 新 的 部 位 ,这 
样 转 座 过 程 伴随 着 转 座 子 拷 风 数 的 增加 。 复 制 


eo 大 复制 转 序 | 
fit tk a 型 转 座 涉 及 到 两 种 类 型 的 酶 :一 种 是 转 座 酶 , 它 
0 TT ÁERHEIEOK HU dE RECTE BÜCK SL S — Rb JE REL LUNG: 
— 71 {resolvase), 它 作用 于 复制 拷贝 元 性。 与 TnA 


一 1 有 关 的 -- 组 转 座 子 只 通过 复制 型 转 座 移动 。 
aj natos (2) 3E X 8] 8 t (nonreplicative transposi- 
ius (0 Hk gon) — 转 座 元 件 作为 一 个 物理 实体 直接 由 一 
—— 一 = 个 部 位 转移 到 另 一 个 部 位 。 这 可 以 通过 两 种 机 
-一 一 一 一 一 ， 制 进行 ,一 种 利用 供 体 和 疮 DNA. 序列 的 连接 ， 
= HEARE S p rH PERERHIS), AEA 
510-5 转 座 的 三 种 形式 复合 型 转 座 子 Tn10 和 Tn5 则 利用 图 10- 5(2) 

复制 转 座 ” 在 复制 转 座 时 , 先 复 制 一 个 转 座 子 
WU EHHRANERAA BARATA m 所 示 的 机 制 , 在 该 过 程 中 转 座 子 由 与 其 相连 的 
E , 供 体 和 受 体 各 有 一 个 转 座 子 的 找 贝 。【 

BH SITAS AMETAN n 供 体 DNA 释放 ,这 种 类 型 的 机 制 只 需要 转 座 
到 受 体位 点 ,在 供 体位 点 留 下 一 个 断裂 ,如 果 不 被 酶 。 非 复制 性 转 座 的 两 种 机 制 皆 使 转 座 元 件 高 


四 供 。 开 供 体 部 位 并 插入 到 贰 部位。 在 非 复制 型 转 座 
发 生 之 后 , 殿 体 分 子 怎么 样 了 呢 ? 一 种 可 能 是 
供 体 即 被 破坏 (这 大 概 可 以 被 具有 多 于 一 个 染色 体 拷贝 的 细菌 所 耐 受 ), 男 一 种 可 能 是 宿 
主人 收复 系统 识别 了 断裂 的 双 链 并 覆 复 了 它 [ 图 10 - 5(2)]。 
(3) 保守 型 转 座 (conserlive transpositon) 保守 型 转 座 描述 另 一 种 非 复制 型 转 座 
过 程 , 在 该 过 程 中转 座 元 件 从 供 体 部 位 被 切除 并 通过 一 系列 过 程 插入 到 靶 部 位 ,在 该 过 程 
中 每 个 核 苷 键 皆 被 保留 [图 10 - 5(3)]。 这 完全 类 似 于 入 的 整合 机 制 ,并 且 此 类 转 座 子 的 
转 座 酶 与 和 整合 酶 家 族 有 关 。 应 用 这 种 机 制 的 转 座 子 是 大 的 ,并 且 除 了 能 介 导 转移 其 自 
身 外 ,还 能 使 供 体 DNA 由 一 种 细菌 转移 到 另 一 种 。 虽然 这 种 元 件 最 初 被 列 为 转 座 子 ,但 
它们 更 适合 被 看 作 是 附加 体 。 
虽然 一 些 转 座 子 只 利用 一 种 类 型 的 转 座 途 径 , 但 也 有 些 转 座 子 可 能 利用 两 种 途径 。 
IS1 和 IS903 元 件 可 利用 非 复 制 型 和 复制 型 两 种 转 座 途径 ,而 Mu 噬菌体 可 利用 任 一 种 
转 座 途径 ,但 先 形 成 一 个 相同 的 中 间 物 。 
除了 引起 在 新 部 位 序列 插入 的 简单 分 子 间 转 座 外 , 转 座 子 还 能 促进 其 他 类 型 的 DNA 
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重 排 , 其 中 的 某 一 些 是 多 拷贝 转 座 子 间 相 互 作用 的 结果 ,而 其 他 的 则 代表 了 转 座 过 程 的 另 
一 些 结果 ,并 且 它 们 留 下 了 相关 这 些 过 程 性 质 的 一 些 线索 。 

当 一 个 转 座 子 在 厘 近 它 原来 部 位 的 第 二 个 位 点 播 人 一 个 拷贝 时 , 即 有 可 能 引起 宿主 
DNA 发 生 重 排 。 宿 主 系统 可 能 会 使 这 两 个 拷贝 之 问 发 生 交 互 重 组 ,其 结果 由 重复 序列 是 
相同 方向 或 相反 方向 而 定 。 

如 图 10 -6 所 示 , 任 何 一 对 正 向 重复 序列 之 间 重 组 会 导致 它们 之 间 的 序列 发 生 缺 
先 ,这 一 中 介 区 作为 一 个 环形 DNA 被 切除 (从 细胞 内 丢失 ) ,染色 体 保 留 正 向 重复 序列 的 
一 个 拷贝 。 注 意 复合 型 转 座 子 Tn9 的 正 向 重复 序列 IS1 之 间 的 重组 可 使 该 转 座 子 被 一 
个 单一 的 ISI 所 替代 。 

因此 ,与 一 个 转 座 子 相 连接 部 位 的 序列 的 缺失 由 两 个 阶段 组 成 , 转 座 产生 一 个 转 库 子 
的 下 向 重复 序列 ,而 正 向 重复 序列 之 间 发 生 重组 。 然 而 ,出 现在 转 座 子 附 近 的 大 部 分 缺失 
可 能 是 由 于 转 座 途径 之 中 和 转 座 过 程 之 后 的 变化 所 引起 的 。 

图 10 ~ 6(2) 所 示 为 一 对 反 向 重复 序列 之 闻 交 互 重组 的 结果 。 重 复 序 列 之 间 的 区 域 
被 倒 位 ;重复 序列 本 身 被 保留 [图 10- 6(2)], 并 有 可 能 引发 进一步 的 倒 位 。 注 意 :虽然 通 
过 重组 ,复合 型 转 座 子 中心 区 的 方向 被 倒 位 ,但 它 本 身 是 基因 组 内 的 一 个 稳定 组 成 部 分 。 
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用 10-6 交互 重组 模型 
(1) 在 正 向 重复 序列 之 间 的 交互 重组 :切除 正 向 重复 序列 之 间 的 部 分 , 狂 一 个 重组 体 洁 一 个 正 向 重复 序列 的 拷贝 。 
(2 在 反 向 重复 序列 之 间 的 变 也 重组 ,结果 为 皮 向 重复 序列 之 问 的 部 分 被 倒 位 。 


某 些 转 座 子 促进 复制 倒 位 fduplicarive inversions} « 它们 可 通过 一 些 转 座 子 被 鉴定 ， 
这 些 转 座 子 的 中 心 区 与 它 通 常 的 方向 相反 ,而 中 心 区 的 两 侧 为 反 向 重复 。 
转 座 于 本 身 不 支持 切除 反应 ,但 是 当 转 座 子 的 同 源 区 被 细 闭 的 酶 所 识别 时 ,切除 即 有 
可 能 发 生 。 这 一 过 程 很 重要 ,因为 转 座 子 的 丢失 有 可 能 使 原 位 点 的 功能 得 以 恢复 。 精确 
的 切除 (precise excison M38 p 去 一 个 转 座 子 ,加 上 复制 序列 的 一 个 撕 见 ,这 是 罕见 的 ,对 
Tn5 来 说 其 发 生 的 频率 约 为 10-5,Tn10 为 10”, 它 可 能 涉及 到 9 bp 复制 的 靶 部 位 之 间 
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重组。 
了 excisiom) 留 下 一 个 转 座 子 的 残留 物 ,里 然 残留 物 可 以 有 效 地 
阻止 骤 基 因 的 再 活化 ,但 可 能 不 足以 引起 相 邻 基因 的 极 性 效应 , 央 此 会 发 生 表 型 的 改变 - 
X Tolo 来 说 ,不 精确 切除 发 生 的 频率 约 为 10 习 。 它 涉及 到 IS10 中 的 24 bp 序列 之 问 的 
重组 ,这 些 序列 为 反 向 重复 序列 ,但 因为 1810 本 身 是 反 向 的 ,因此 在 Tn10 中 它们 形成 正 
HEH, 

[HERR 168 IBRAH E, T RR REM RRA LXX RT BE EIE DR EIER EA A 
关 (24 bp 对 9 bp)。 两 种 切 除 类 型 邦 不 依赖 于 转 座 子 编 码 的 功能 ,但 其 机 制 还 不 清楚 。 
切除 不 依赖 RecA, 是 通过 基 种 细胞 机 制 在 很 得 近 的 重复 序列 之 间 产 生 自 发 缺失 ， 


二 、 转 座 的 共同 中 间 体 


许多 可 移动 的 DNA 元 件 通过 一 种 基本 类 似 的 机 制 由 染色 体 的 一 个 部 位 转 座 到 另 一 
个 部 位 。 它 们 包括 二 元 件 . 真 校 和 原核 的 转 座 子 和 Mu 喉 菌 体 。 反 转录 病毒 RNA 的 
DNA 拷贝 的 插入 也 利用 一 个 类 似 的 机 


TI LIEST 
HT i 制 ,免疫 球 蛋 白 重 组 的 第 一 阶段 与 其 类 


" 
v v 转 座 起 始 于 一 个 共同 的 机 制 , 即 是 转 
TT 应 于 与 其 部 部 位 相连 接 的 机 制 。 如 图 10 


个 ÑN O -TR RETETE RJE, MER 
(CZI 的 网 个 链 也 被 切 开 ,切口 的 末端 被 交叉 相 


4 EE ARRE ET ANER v zr IRL E E 
RET 


— UJ Li Ld 


Wu 接 。 在 该 过 程 中 转 座 子 的 两 个 未 端 被 带 


到 -起 ,图 中 为 了 简单 起 见 ,把 联 会 期 放 
N 在 切割 之 后 ,但 实际 上 它 发 生 在 切割 之 
连接 前 。 
我 们 对 这 -过 程 了 解 最 多 的 是 Mu 
7 BERRE, EURO FH HR d Lg 
感染 一 个 宿主 细胞 时 ,Mu 通过 非 复制 型 
~ 转 座 皆 涉 及 到 转 座 子 和 其 芜 部 位 之 间 的 
S 同样 类 型 的 反应 ,但 是 ,接着 进行 的 反应 
/ 是 不 同 的 。 


转 座 整合 到 宿主 基因 组 中 ,在 确保 裂解 循 
环 (ensuring lytic cycle) (8) 1f RE Ih KH 


数 通过 复制 型 转 座 而 扩 增 。 两 种 类 型 的 


B MERENN BE DNA FERE M D OA 
VBSGLRS POR FRR REA R cie MuA 转 座 酶 进行 。Mu DNA 的 每 - .末端 
切口 末端 形成 链 转 移 复 合 物 。 SO —- 22 bp 共有 序列 的 3 个 MuA 


结合 位 点 ,LIL.L2、L3 位 于 左 末端 , RI1、 
* 30， 


R2,R3 位 于 右 末 端 ,MuA 的 单 体能 与 每 个 位 点 相 结 合 ,MuA 也 能 与 性 菌 体 基因 组 的 一 个 
内 部 位 点 相 结 合 。MuA 与 左右 两 人 出 末端 和 内 部 位 点 相 结合 形 成 一 个 复合 物 。 内 部 位 点 
的 作用 还 不 清楚 , 它 似 乎 对 形成 复合 物 是 必 和 需 的 ,但 与 链 的 切割 和 随后 的 步 又 无 关 ( 图 
10 - 8), 

OUR E REIHE T SAKANAN. MuA 亚 单 位 与 这 些 部 位 结合 形成 
-PURRE ,这 使 转 座 子 的 两 个 末端 形成 联 会 。 此 四 聚 体 可 确保 Mu DNA 的 两 个 末端 以 
一 种 协调 的 方式 反应 。MuA APAR DNA 进行 操作 的 活性 位 点 ,而 它们 作用 的 模式 使 
转 座 酶 亚 单位 以 反 式 进行 作用 。 酶 的 共有 序列 结合 位 点 与 L1.L2.RIL.R2 的 22 bp 序列 
相 结 合 。 酶 的 活性 位 点 在 与 MuA 结合 位 点 LI1 和 RI 邻近 的 部 位 切割 Mu DNA 链 。 但 酶 
的 活性 位 点 不 能 切 与 该 酶 相 结 合 信 的 DNA 共有 序列 。 然 而 , 它 能 以 反 式 作用 在 不 同 
DNA 链 上 的 适当 部 位 切割 。 

Lt L2 R2 RI 


Arin 
Oj- 


Td 


图 10-8 Mu 转 座 于 DNA Siue Sk MEL 
MuA HERE Mu EER RAR ET EE. 
体 ; 转 座 酶 的 亚 单位 以 反 式 作用 切 利 DNA exo e 
通过 第 .个 反 式 作 用 与 把 DNA 的 切 TRARRE, 


图 10-9 复制 转 座 形成 共 合体 
转 座 可 融合 供 体 和 受 体 的 复制 于 形成 
一 个 共 会 抹 , 拆 分 后 释放 两 个 复制 子 ， 
每 个 会 有 一 个 转 座 子 拷贝 。 


这 样 , 转 座 子 的 末端 被 MuA 亚 单 位 以 友 式 作 用 的 方式 切割 。 反 式 的 作用 模型 意味 
着 实际 上 与 L1 和 Rl 结合 的 单 体 不 切割 相连 的 部 位 ,与 堪 未 端 相 结 合 的 一 个 单 体 切割 志 
末端 的 位 点 ,反之 亦 然 。 《我 们 不 知道 在 反应 的 这 个 阶段 哪个 单 体 是 有 活性 的 )。 链 转 移 
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反应 也 以 反 式 进行 ,位 于 Ll 的 单 体 转移 RT 的 链 , 反 之 亦 然 。 有 可 能 不 同 的 单 体 催化 - 


个 已 知 末端 的 切割 和 和 链 转 移 反 应 。 
这 些 反 应 的 产物 是 一 个 链 转 称 复 合 物 , 在 此 复合 


HET TE l 9 
pa EE o pp RCTH SE TOR ARE Ae OR (ARIES M 
1 j 后 反应 的 差异 性 决定 转 座 类 型 。 链 转移 复合 物 可 为 复 
ULgnismd -O 制 ( 导 致 复制 转 座 } 或 修复 (导致 非 复制 转 座 ) 的 革 部 
位 。 
frSe FR Y BHEDNA tpe b) PT E um b f atm 
$0 Y 三 、 复 制 型 转 座 的 基本 过 程 


2X CERED AD D 复制 型 转 座 的 基 相 途径 见 图 10 - 10。 链 转移 
CR Ti GA Rie WIR n A 复合 物 的 3 端 被 用 作 复 制 的 引物 ,这 就 产生 一 个 被 称 


六 Se 为 共 合体 (cointegrate) 的 结构 , 它 代表 原来 两 个 分 子 的 
8 陋 合 体 。 共 合体 在 原来 两 个 分 子 之 间 结 合 处 含有 两 个 
Bn" 转 座 子 的 搁 贝 ,方向 为 下 向 重复 ,如 前 部 分 所 描述 , 交 


uu 又 通过 转 座 酶 的 作用 而 形成 , 它 转 变 为 共 合 体 需 要 宿 
Lir PE 3 A3 Sb] n 1 ie dr f 


RA rU REFER TEM 主 的 复制 功能 。 
A 2) 转 座 子 两 个 拷贝 之 间 的 同 源 重 组 释放 出 两 个 
í B BSBHPSMEBUTAESMERET IGI RET 
oor uU 一 是 原来 供 体 的 复制 子 , 另 一 个 是 靶 部 位 的 复制 子 , 它 
i 获得 了 一 个 转 座 子 ,并 且 此 转 座 子 与 宿主 先 序 列 短 的 
共 合 体 撒 开 司 量 示 转 床 了 连接 在 复制 了 之 问 正 向 重复 序列 相连 接 。 重 组 反应 被 称 为 解 离 反应 ,与 


DECENT ~ 其 相关 的 酶 被 称 为 解 离 及。 
" 涉及 到 产生 一 个 共 合 体 的 反应 已 在 Mu 噬菌体 的 
研究 中 被 详细 地 描述 (图 10 - 10)。 该 过 程 以 链 转移 复 
合 物 的 形成 开始 (有 时 也 称 为 交叉 复合 物 ), 供 体 和 受 
图 10- 10 Mu 转 床 产生 PELEH, 体 的 链 相 连接 , 即 为 转 座 子 序列 的 两 个 末端 与 臣 部 位 
HAREE MEEA — tiei 产生 的 两 个 单 链 突出 末端 相连 接 。 链 转移 复合 物产 汪 
一 个 交叉 形 的 结构 ,此 结构 在 双 螺 施 转 座 子 处 被 连 在 一 起 ,交叉 结构 的 命运 决定 转 座 方 
式 。 
复制 转 座 的 原理 是 转 座 子 通 过 转 座 被 复制 ,使 对 部 位 和 供 体 部 位 丝 含 转 座 子 的 找 岁 ， 
其 产物 是 一 个 共 合 体 。 
交叉 结构 在 每 个 交错 的 末端 含有 一 个 单 链 区 ,这 些 区 为 假 复制 义 , 它 提供 DNA 合 
成 的 模板 (用 作 复制 的 引物 末端 这 一 -事实 表明 链 断 型 必须 是 极 性 的 ,也 就 是 在 相应 点 上 产 
生 3- OH xS). 
如 果 复 制 由 两 个 假 复制 叉 进 行 , 它 将 通过 转 座 于 分 开 其 双 链 ,然后 在 末端 结束 。 复 制 
可 能 是 通过 宿主 的 复制 系统 来 完成 。 此 时 该 结构 已 变 为 - -个 合体 ,在 每 个 复制 子 之 间 
的 连接 处 为 正 向 重复 的 转 座 子 (如 果 沿 着 具 合 体 序列 追踪 转 座 子 , 即 可 发 现 它们 为 下 向 重 
复 序列 )。 
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四 、 非 复制 型 转 座 


交叉 型 结构 也 可 被 用 于 非 复 制 型 转 座 。 通 过 这 种 机 制 的 非 复制 型 转 座 的 原理 为 断裂 


和 再 结合 反应 使 丢 部 位 得 以 重 构 , 供 体 仍 然 是 断裂 的 ， 
没有 共 合 体形 成 。 

Mu 噬菌体 产生 非 复制 型 转 座 的 切割 过 程 , 见 图 
10-11, 一 旦 没有 断裂 的 供 体 链 产生 切口 , 转 座 子 两 
全 与 丢 部 位 的 链 即 能 被 连 在 一 起 。 通 过 交错 切割 产生 
的 单 链 区 必须 通过 修复 合成 到 应 所 填充 。 反 应 的 结果 
为 转 座 子 被 插 人 到 对 复 制 子 中 ,并 且 其 两 侧 为 由 原来 


的 单 链 切 口 所 产生 的 重复 序列 。 供 体 复 制 子 在 原来 转 D = 
座 子 存在 的 部 位 产生 一 个 双 链 断裂 。 E 
非 复制 型 转 座 也 可 通过 另 一 种 途径 产生 ,在 该 过 Te supe n 


FER ,fENDBUBEARPU E MEH D ,但 在 转 座 子 两 端 产生 .图 10- 11 FARRER 
双 链 汤 独 。 转 座 子 从 供 体 的 序列 中 被 释放 出 来 [图 10。 当 交 及 结构 通过 切割 被 拆 分 时 产生 非 复 


制 性 转 座 。 转 座 子 插 人 到 如 DNA, PE 


-5(1)]。Tn10 利用 这 种 切割 和 连接 过 程 进行 转 座 AM DNA 的 正 向 重复 序列 , 供 体 部 位 图 


(H 10 - 12). 


F—TEE. 


证 明 Tni 转 座 是 非 复制 型 的 一 个 简捷 的 实验 是 利用 一 个 人 工 构建 的 异 源 双 链 


转 座 酶 结合 到 Tn 的 末端 


Aj -条 链 被 切 本 受 体 被 切 开 
2 


C | ” D 
| Uu ies rt 


供 体 释 放 T HRERS 


Æ 10-12 Tni0 非 复制 转 座 模式 
OX BIE Tn 10 AWR e Se RE T 
与 切 开 的 地 部 位 相连 接 。 


Tn10 ,在 该 转 座 子 中 含有 一 个 错 配 的 碱 基 对 。 如 果 转 
座 涉 及 到 复制 ,在 新 部 位 的 转 座 子 将 只 含有 来 自 一 个 
亲 代 Tn10 链 的 信息 。 但 如 果 转 座 是 通过 转 座 子 的 物 


再 移动 产生 , 错 配 的 器 基 对 将 保留 在 新 的 部 位 上 ,和 苇 应 


后 ,通过 检查 转 座 子 两 条 链 所 保留 的 信息 即 能 证 明 错 
KESHE, - 

E 10- 11 和 图 10-12 模型 的 基本 差别 是 在 图 10 
-12 模型 中 ,Tnz0 在 与 靶 部 位 进行 任何 连接 之 前 其 两 
亲 链 即 被 切断 。 到 应 的 第 一 步 是 转 座 酶 识别 转 座 子 的 
末端 ,并 形成 一 个 蛋白 质 的 结构 复合 物 ,反应 发 生 在 此 
结构 内 部 。 在 转 座 子 的 每 个 未 端 , 双 链 依 一 个 特定 的 
顺序 被 切割 ,首先 被 转移 的 链 (与 加 部 位 相连 接 的 链 ) 
被 切割 ,然后 另 一 条 链 ( 与 图 10~ 10,08 10 - 11 8 Mu 
转 座 过 程 中 的 顺序 相同 ) 被 切割 。 被 切 制 的 供 体 DNA. 
此 时 被 鹤 放 ,然后 转 座 子 与 熙 部 位 的 切口 末端 相连 接 。 


“ 转 座 子 和 丢 部 位 仍 处 在 通过 转 座 栈 和 其 他 蛋白 质 所 声 


生 的 蛋白 质 结构 复合 物 的 控制 之 下 ,在 转 座 子 来 端的 
避 链 切割 阻止 了 任何 复制 型 转 座 并 迫使 反应 通过 非 复 
制 型 转 座 进行 。 其 反应 结果 与 图 10 - 11 Brzs d fal , fe 
切割 和 连接 步骤 的 顺序 不 同 。Tnig 转 座 酶 以 二 聚 体 
(38 


的 形式 发 挥 坊 能 ,每 个 单 体 有 - -个 活性 部 位 . 并 相继 众 化 转 座 子 两 条 链 的 断裂 和 和 部 位 
a BITE 


A. Toa 的 转 座 


TnA 家 族 由 太 约 5 kb 长 的 大 的 转 座 子 组 成 ,复制 型 转 座 是 其 移动 的 唯一 模型 。 

们 不 是 依赖 IS 的 复合 JUL 而 是 由 独立 的 转 放 芋 因 和 特征 传 基 因 (如 药物 扩 性 基因 ) 
所 组 成 。 

Tn 六 家 族 包 括 几 个 相关 的 转 座 玉 ,其 中 Tn3 和 Tn1000( 以 前 称 Y8) 已 被 充分 定性 。 
它们 有 紧密 相关 的 末 冰 反 向 重复 序列 这 .- 通 常 特征 .末端 重复 序列 的 长 度 一 般 大 约 为 
38 bp。 作 总 一 个 重复 序列 内 的 顺 式 作用 缺失 将 阻止 转 座 子 的 转 座 。 转 座 过 程 中 ,在 靶 部 
fit 个 5 bp 的 正 向 重复 序列 ,它们 携带 着 例如 amp 等 抗 性 标志 。TnA 介 导 的 转 座 
的 睹 个 阶段 通过 转 座 隋 和 和 解 离 酶 完成 。zrpA 和 tnpR Bi GEI COB GER 559 je 2b 45 8] 
鉴定 。 像 1S 元 件 一 样 , 转 座 过 程 涉 太 到 转 座 子 的 末端 。 解 离 需 要 一 个 特异 的 内 部 位 点 ， 
这 是 TnA 家 族 的 特有 特征 . 

tnpA 的 突变 体 不 能 转 座 。 该 基因 的 产物 是 一 种 转 座 酶 ,该 酶 与 38 bp 上 反 向 末端 序列 
内 的 一 个 25 bp 序 齐 相 结合 。 与 转 座 酶 结合 位 点 相连 的 是 大 有 蚂 杆 菌 IHF Æ Á 865 88-8 fu 
MPERA THE 以 协同 的 方式 与 转 肉 子 末 端 相 结合 。 转 座 酶 识别 各 DNA。 并 且 在 该 部 
位 产生 一 -个 5 bp 的 交错 断 端 , IHF 是 - -种 DNA 结合 蛋白 ,在 大 肠 杆 菌 中 ,该 该 蛋白 常常 和 
组 装 大 的 结构 有 关 ; 它 在 转 座 反应 中 的 作用 可 能 不 是 主要 的 . 

tnpR 基因 产物 有 双重 功能 .这 是 通过 罕 变 的 多 种 效应 所 发 现 的 。 该 蛋白 可 作为 一 种 
基因 表达 的 抑制 子 并 具有 解 离 酶 的 功能 。 

tnpR 的 突变 可 增加 转 座 频率 。 这 是 因为 tnpR 同时 抑制 了 zmpA 和 它 白 身 基因 的 转 
孙 。 因 此 ,TnpR 蛋白 的 失 活 使 TnpA 合成 增加 ,导致 转 座 频 率 提 高 。 这 表明 tnpA 转 座 酶 
的 量 … 定 是 转 座 的 一 个 限制 人 性 因素 。 

tn pA 和 tnpR 基因 从 - -个 富 含 A-T 的 顺 反 下 间 控 制 区 起 始 ,以 丙 个 相反 方向 被 转 呆 

CETT (如 图 10 - 13 P Tn3 Bros). 
— — "a tnpR HATAR EAEE 
7 和 区 内 的 结合 而 介 时 。 

TE Xs f£ SMS, TnpR 与 共 合 
体 结构 中 的 Tn3 正 向 重复 序列 
之 问 的 重组 有 关 。 原 则 上 , 在 一 
A Nu CENE EUM oo ETEEN 


间 ,任何 相应 的 位 点 癌 的 同 源 性 
OU ERE me 
转录 重组 皆 能 解 离 此 共 合 体 ,但 Tn3 
图 10- 13 nA 家 族 转 序 子 的 结构 解 离 反 应 只 发 生存 一 个 特异 部 
ThA 家 族 的 转 座 子 有 反 向 末端 重复 序列 、- -个 内 妆 的 ves 位 点 和 3 个 ”位 。 
已 知 的 基因 . 解 离 位 点 称 为 res { resolva- 


tion site), 它 是 通过 阻止 转 座 
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完成 ,并 引起 共 合体 堆积 的 顺 式 作用 缺失 而 被 鉴定 的 。 在 缺乏 res 时 , 解 离 反 应 能 够 被 
RecA 介 导 的 一 般 重组 反应 营 代 ,但 其 效率 很 低 。 

TnpR 解 离 栈 的 结合 部 位 见 图 10 - 13 下 部 ,共有 三 个 结合 位 点 ,每 个 长 约 30 一 
40 bp, 结 合 在 每 个 位 点 上 独立 地 发 生 ,三 个 结合 位 点 具有 序列 同 源 性 , 带 有 一 个 双重 对 称 
的 共有 序列 。 

位 点 1 包括 的 区 域 一 般 被 定义 为 res 部 位 ; 当 它 缺失 时 , 解 离 反 应 根本 不 能 进行 。 然 
而 , 解 离 反应 也 与 位 点 II 和 TT 的 结合 有 关 , 这 是 因为 如 果 这 两 个 部 位 中 的 任何 一 个 发 生 
缺失 , 解 离 反应 则 只 能 很 低 效 地 进行 。 部 位 [包括 inpA 转录 的 起 始点 。 部 位 1 包括 
TwpR 转录 的 起 始点 ;一 个 操纵 基因 突变 部 位 恰恰 位 于 该 部 位 的 左 端 。 

这 些 部 位 之 间 相 互 作用 吗 ? 一 种 可 能 是 所 有 三 个 部 位 的 结合 ,可 使 DNA 维持 . 个 
适当 的 拓扑 学 构象 。 与 单一 部 位 的 结合 可 抑制 pA 和 tnpR 的 转录 ,但 不 引起 DNA 的 
任何 变化 。 

一 个 类 似 共 合 体 的 DNA 分 子 可 作为 底 物 在 体外 进行 解 离 测定 , 底 物 必须 是 超 螺旋 
的 ; 它 的 解 离 产生 两 个 链 环 , 每 一 个 含有 一 个 res 位 点 ,该 反应 需要 大 量 的 TopR MRE, 
但 不 需要 宿主 的 因子 。 解 高 发 生存 一 个 大 的 核 蛋 白 结构 中 , 解 离 酶 与 每 一 个 res 位 点 相 
结合 ,然后 结合 部 位 被 带 到 一 起 形成 一 个 直径 约 10 nm 的 结构 。 在 反应 过 程 中 起 螺旋 用 
生变 化 ,由 于 转 座 酶 的 结合 ,DNA 在 res frr eg. 

解 离 是 一 个 非 复制 反应 , 键 的 断裂 和 再 连接 不 需要 能 量 的 输入 ,在 共 合体 的 解 离 中 
一 个 中 间 复合 物 可 被 识别 , 它 是 由 解 离 酶 与 在 res 位 点 进行 的 双 链 切割 形成 的 两 个 了 冰 
共 价 结合 而 组 成 的 。 切 制 在 一 个 短 的 回 文 区 内 对 称 地 发 生 , 并 产生 两 个 破 基 的 和 性 末端 。 
对 位 于 位 点 工区 的 进一步 的 研究 使 我 们 可 以 描述 切割 反 点 如 下 所 示 

S'TTATAA3' 
S3'AATATTS' 
i 
S"TTAT 4 EH- AAS 
3 AA -蛋白 TATTS' 

肥 应 类 似 于 AInt 在 att 位 点 的 作用 ,res 位 点 20 bp rh) 15 个 与 acr 相应 位 置 上 的 大 

基 相 似 。 我 们 可 依据 切 点 排序 如 下 . 


res GATAATTTATAATAT 
att GCTTTTTTATACTAA 
两 个 反应 对 DNA 的 操作 过 程 是 类 似 的 ,虽然 解 离 只 见于 分 子 内 位 点 之 同 ,而 att 位 
点 之 间 的 重组 是 分 子 邮 的 并 且 具 有 方向 性 。 但 是 ,在 每 种 情况 下 蛋白 质 作用 的 机 制 不 同 ， 
解 离 本 作用 方式 是 以 4 个 亚 单位 的 形式 结合 于 重组 的 es 位 点 ,每 个 亚 单位 进行 -次 音 


链 的 切割 。 适 着 亚 单位 之 间 相互 的 重新 组 合 物理 地 移动 DNA 链 , 置 它们 于 重组 构象 , 然 
后 切口 被 封闭 。 


六 、Tnz70 的 转 座 


转 座 频率 的 控制 对 细胞 来 说 是 重要 的 。 为 了 自身 的 生存 ,一 个 转 座 子 必须 维持 某 种 
| 335 ， 


最 低 的 移动 频率 , 太 高 的 频率 可 能 损伤 宿主 细胞 。 每 个 转 座 子 似乎 剖 有 -个 控制 自身 转 
Ws s B Lb. X Tn10 来 说 ,多 种 控制 机 制 已 得 到 鉴定 。 

'Tn10 是 一 个 复合 型 转 座 子 , 它 的 ISIOR 元 件 提供 转 座 活 性 的 组 件 。ISI0R 的 结构 
见 图 10 - 14。 靠 近 外 侧 边 缘 有 两 个 启动 子 , 启 动 子 Pm 负责 ISIOR 的 转录 ,启动 子 Pour 
使 转录 向 相 邻 的 仙 枝 宿主 DNA 的 方向 进行 ,转录 常常 在 转 座 子 内 终止 ,但 偶尔 进行 到 宿 
XR) DNA; 有 时 这 种 通读 式 转录 与 活化 相 邻 的 细菌 基色 有 关 。 

"2 PE UL dO Bl" (multicopy inhibition) HA 38 
mi ISIOR 转 座 酶 基因 的 表达 是 受 调控 的 。 当 通 
过 一 个 质粒 引入 多 个 ISI0R 拷贝 时 ,细菌 染色 体 上 


Four en * Tno 转 座 子 的 转 座 即 相应 减少 。 抑制 需要 Pour 

Tis 启动 子 , 并 且 在 翻译 水 平 上 进行 。 其 作用 的 基础 是 

4 Pm 和 Per 转录 物 5 末端 区 含有 厂 基 的 重 肥 。 
ALEA 


OUT RNA 是 一 个 69 bp 长 的 转录 物 , 它 的 存在 水 
HF FAF OIN RNA 100 fit, ERE BIA Poe — 
D 个 比 Pm 强 的 启动 子 , 并 且 OUT RNA Æ IN RNA 
图 10-14. TnID EARR 3- ISIOR 无 件 的 
结构 和 转录 定 。 
位 于 ISIOR 的 边界 处 附近 有 两 个 反 向 排列 的 OUT RNA 作为 反 义 RNA 发 挥 其 功能 。 在 单 
FAST REL SIT. Par 向 相连 的 宿主 DNA 的 拷贝 的 情况 下 , OUT RNA 没有 影响 ,但 当 拷 贝 数 
AHRR. SpA f PW 产生 一 个 RNA 转录 大 于 5 时 , 即 有 明显 的 影响 。 通常 每 一 个 IS10 $E 
应 于 大 的 个 QUT RNA RTE AREN 
多 搁 贝 的 情况 下 , 其 对 应 的 OUT. RNA 为 150)。 
OUT RNA 碱 基 同 IN. RNA 碱 基 配 对 ;在 与 核糖 体 接触 之 前 ,过 量 的 OUT RNA 可 确保 
IN RNA 快速 地 与 其 结合 ,使 配对 的 IN RNA 不 能 被 翻译 。 
转 座 酶 蛋白 的 量 常常 是 一个 重要 的 特征 。Tn10 转 座 酶 只 以 每 代 每 个 细胞 0,15 个 
分 子 的 低 水 平 合成 ,Tnl0 显示 几 个 有 趣 的 调控 机 制 . 图 10 - 15 所 示 为 不 同 的 作用 对 转 座 
频率 的 影响 。 
在 ISIOR 的 -- 条 链 上 ,有 一 个 编码 转 座 酶 的 连续 可 读 框 。 转 座 酶 的 水 平 限 制 转 座 的 
频率 。 该 基因 的 突变 子 可 通过 另 一 个 野生 者 IS10 元件 以 反 式 作用 方式 补充 ,但 有 一 些 


转 座 酶 
| 顺 式 作用 于 DNA ii | 
ISTOR Mh 
与 过 量 的 OUT RNA 
配对 


Ce 
mj me 
阻止 IN RNA 翻译 : 
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m ERE 
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E 10-15 影响 转 诺 频率 的 机 制 
通过 影响 转 座 醇和 蛋白 合成 的 几 种 机 制 抑制 Tn10 的 转 座 频率 。 发 生 在 复制 后 的 甲 基 化 可 限制 转 座 子 的 转 座 。 
在 多 振 贝 的 情况 下 EFAA 限制 各 部 位 的 选择 ,而 OUT /IN RNA EOSHWB RE BEBE A ER 
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困难 。 这 反 脆 出 转 座 酶 对 顺 式 作用 有 较 强 的 倾向 性 ,该 酶 只 能 有 效 地 作用 于 通过 转录 和 
翻译 产生 的 它 自 身 的 DNA 模板 。 顺 式 作 用 的 倾向 是 由 IS 元 件 编码 的 转 座 酶 的 共同 特征 
{ 另 一 些 倾向 顺 式 作用 的 蛋白 包括 和 X174 复制 有 关 的 和 蛋白 )。 转 座 酶 的 顺 式 作用 颂 
向 可 由 责 转 座 的 频率 , 它 可 确保 在 细胞 中 有 较 儿 的 Tn 10 乒 贝 存在 的 情况 下 转 座 酶 的 有 
效 浓 度 不 随 之 增加 。 

顺 式 作用 倾向 反映 了 转 座 酶 能 更 有 效 地 识别 那些 与 酶 的 合成 部 位 更 近 的 DNA SELF FI 
的 能 力 吗 ? -~ 种 串 能 的 解释 是 在 蛋白 合成 后 (甚至 在 合成 时 ) 转 座 酶 与 DNA 非常 紧密 地 结 
合 以 致 于 它 很 少 有 可 能 扩散 到 别处 去 。 另 一 种 可 能 性 是 当 酶 不 与 DNA 相 结 合 时 , 它 可 能 是 
不 稳定 的 ,这 样 不 能 很 快 与 DNA 结合 的 和 蛋白 质 永远 不 会 有 变 为 活性 蛋白 质 的 机 会 。 

硕 式 作用 倾向 和 多 措 贝 的 迫 制 共同 作用 的 结果 可 确保 在 一 个 细菌 基因 组 内 ,Tni0 
拷 册 数目 的 增加 不 会 引起 可 导致 损伤 基因 组 的 转 座 频率 的 增加 。 

dam 甲 基 化 的 作用 为 每 个 元 件 提供 了 最 重要 的 调节 系统 。 它 减少 转 座 频 率 ,并 且 
(更 重要 地 ) 使 复制 和 转 座 偶 联 。IS10 转 座 的 能 力 通过 转 座 子 对 两 个 位 点 的 甲 基 化 状态 
的 反应 与 复制 循环 相关 联 。 一 个 位 点 位 于 IS10R 末端 的 反 向 重复 内 , 转 座 酶 结合 在 此 
处 , 另 一 个 位 点 是 位 于 Pm 启动 子 内 , 转 座 注 基因 由 此 被 转录 。 , 

AAAA R dam 系统 被 里 基 化 ,Dam 甲 基 化 酶 修饰 通过 复制 产生 的 新 DNA 
链 上 GATC RAKIRI. E dam” 菌株 内 ,两 个 靶 部 位 缺乏 甲 基 基 团 ,Tni0 转 座 的 频 
率 提高 1000 fü. 

在 DNA 复制 时 ,新 合成 的 GATC 中 的 腺 晨 叭 不 立即 被 甲 基 化 ,这 样 ,在 新 复制 的 丙 
个 拷贝 中 ,只 有 一 条 链 上 的 位 点 被 甲 基 化 ,产生 半 甲 基 化 序列 ,在 没有 发 生 甲 基 化 的 链 上 
由 Pn 起 娩 的 转 座 酶 基因 的 转录 频率 提高 并 且 使 转 座 酶 与 ISIOR 末端 的 结合 力 增强 ,这 
两 种 作用 相 结 侣 , 共 辣 活化 了 转 座 子 。 在 野生 型 细菌 中 ,这 些 位 点 在 复制 后 一 个 短 时 期 内 
仍 保 持 半 甲 基 化 状态 。 

为 什么 需要 在 复制 后 不 久 即 发 生 转 座 呢 ? Talo 的 非 复制 转 座机 制 置 供 体 DNA. 于 
被 破坏 的 危险 之 中 [图 10 -5(2)]。 如 果 复 制 刚好 产生 供 体 序列 的 第 二 个 拷贝 , 则 细胞 的 
存活 机 会 可 能 会 增加 。 因为 两 个 新 复制 的 拷贝 只 有 一 个 可 发 生 转 座 ,所 以 这 -机制 是 有 
效 的 (这 是 因为 在 转 座 的 那 条 链 dam 位 点 是 非 甲 基 化 的 有 关 )。 

因为 一 个 转 座 子 的 靶 部 位 的 选择 是 随机 的 ,所 以 有 相当 的 可 能 性 , 它 可 转 座 到 一 个 活 
性 的 操纵 子 内 。 是 否 有 可 能 外 部 的 转录 能 通过 转 座 子 并 活化 转 座 酶 ,并 且 转 座 酶 的 过 量 
产生 上 反 过 米 又 导致 高 水 平 的 转 座 { 可 能 是 致死 的 )。Tn10 通过 两 种 机 制 保 护 其 自身 免 于 
这 种 过 程 ,首先 ,通过 IS10R 末端 的 转录 降低 它 的 活性 ,也 有 可 能 是 通过 抑制 它 结合 转 座 
酶 的 能 力 而 实现 的 。 另 外 ,延伸 于 启动 子 上 游 序列 的 mRNA 是 很 少 被 翻译 的 ,这 是 因为 
它 有 一 个 二 级 结构 使 起 始 密码 子 难以 接近 。 


第 四 节 ”玉米 的 转 座 元 件 [4] 


起 始 于 40 年 代 的 玉米 遗传 学 的 研究 表明 , 玉米 的 基 闷 组 在 体 细胞 分 裂 时 可 发 生变 
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化 ,这 些 变 化 是 由 控制 元 件 所 引起 的 ,它们 能 由 一 个 部 位 转移 到 另 一 个 部 位 。 控 制 元 件 最 
先 由 MeClintock 用 遗传 学 方法 进行 了 鉴定 ,现在 被 确定 是 … 种 转 座 元 件 , 并 可 直接 与 细菌 
的 转 座 元件 相 类 比 。 
玉米 的 两 个 特征 有 助 十 转 座 过 程 的 扎 踪 ,控制 元 件 常常 播 入 在 表 型 上 是 可 见 的 但 又 
没有 致死 作用 的 基因 附近 。 并 且 因 为 玉米 展示 和 克隆 性 发 育 ,所 以 转 座 过 程 的 发生 和 发 生 
时 间 可 以 被 观察 到 (图 10 - 
16)。 
该 过 程 的 性 质 并 不 重要 , 它 
可 能 是 插入 ,切除 或 染色 体 的 断 
裂 , 重 要 的 是 它 发 生 在 杂 合子 上 
并 改变 等 位 基因 的 表达 。 这 样 ， 
经 历 这 种 过 程 的 细胞 的 后 代 即 
会 展现 一 种 新 表 型 ,而 未 受 影响 
的 岗 胞 的 后 代 则 继续 显现 原来 
的 表 型 。 
一 个 细胞 有 丝 分 裂 的 后 代 
仍 存在 于 同样 的 部 位 ,这 就 可 观 
察 到 一 个 表 型 变化 的 细胞 组 成 
部 分 。 在 体 细胞 发 育 过 程 中 表 
型 的 改变 被 称 为 斑 驭 现象 (var- 
iegation) , 其 表现 为 在 原 有 表 型 
组 织 内 的 一 部 分 细胞 显示 以 新 
的 表 型 。 这 一 部 分 大 小 取决 于 
它 的 谱系 分 裂 的 次 数 ;这 样 新 表 
型 面积 的 大 小 即 可 通过 基因 型 
改变 的 时 间 长 得 而 定 。 在 细胞 
谱系 中 它 出 现 的 越 早 , 其 后 代 的 
数目 就 越 多 ,在 成 熟 组织 中 的 体 
积 也 就 越 大 。 这 可 清楚 地 见于 
图 10~ 16 训 隆 分 析 鉴定 了 由 -个 单 - 相 先 传 下 来 的 -AA AA 谷 粒 颜色 的 变化 , 即 当 一 块 新 的 
先 通过 转 座 过 程 表 型 已 发 生 改 变 。 颜色 出 现在 另 一 种 颜色 内 的 时 
候 。 控 制 元 件 的 插入 可 能 会 影响 相 邻 基因 的 活性 ,在 控制 元 件 存在 的 那些 部 位 ,缺失 复 
制 \ 倒 位 和 易 位 都 可 能 发 生 。 染 色 体 断 裂 是 某 些 控制 元 件 存在 的 常见 结果 。 玉 米 系统 的 
一 个 独特 的 特性 是 其 发 育 过 程 中 ,控制 元 件 的 活性 受到 调控 。 在 植物 发 育 过 程 中 ,这些 元 
件 在 特定 的 时 间 和 频率 发 生 转 座 并 促进 遗传 重 排 。 
在 玉米 中 ,控制 元 件 特 性 的 鉴定 以 Ds (dissociation) 元 件 为 代表 ,该 元 件 最 初 是 通过 
它 能 提供 染色 体 一 个 断裂 位 点 这 一 特性 而 被 鉴别 (图 10 - 17)。 考 虑 在 一 个 杂 合 子 中 _P 
位 于 着 经 粒 和 -系列 显 性 标志 (CT、Bz 和 Wx) 之 间 的 同 源 染 色 体 上 ,而 男 -个 同 源 染 色 
体 上 缺乏 Ds, 并 含有 隐 必 标志 (c .bz Miu). dk Ds 处 的 断裂 产生 一 个 携带 显 件 标志 的 
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无 状 丝 粒 的 片段 ,由 于 缺乏 着 丝 粒 ,该 片 发 在 有 丝 分 裂 过 程 中 丢失 。 这 样 后 代 细 胞 中 只 会 


有 被 完整 染色 体 携带 的 隐 性 标志 。 


细胞 的 表 型 ash 在 Ds 处 的 断裂 可 导致 两 个 异常 染色 体 的 形 
G kom mo» 成 它们 是 通过 复制 产物 断 端 的 连 搂 而 产生 的 。 
s 一 个 是 口 形 的 无 着 丝 粒 片段 , 它 是 由 Ds SEND AH 
Cw o8 oo 妹 染色 体 连 接 而 成 。 另 一 个 是 U 形 的 双 着 丝 粒 染 
色 体 ,由 Ds 近 端 的 姐妹 染色 体 连 接 组 成 。 后 者 的 
| | | Ds MIR 结构 导致 典型 的 断 弄 -融合 - 桥 循环 。 
reso users SDEHRUB BUE LOG LINNAR ERE 
OOT O ARN AER EST BEA E CR A GASA 
C hw a^ ic9pe 00 一 极 牵 拉 , 这 种 力量 使 染色 体 在 两 个 善 丝 粒 之 间 的 
随机 部 位 发 生 断 裂 。 这 种 断裂 -融合 - 桥 循 环 随 着 
| eos 细胞 的 进一步 分 裂 而 继续 进行 ,这 使 子 代 继续 发 生 
遗传 学 的 改变 。 
CLTC CoU os 
C RR 3 二 、 玉米 的 转 座 子 家 族 


图 10-17 控制 宛 件 断 我 的 影响 玉米 基因 组 内 含有 几 个 控制 元 性 家 族 , 它 们 的 
-个 控制 元 件 的 断 弄 引 起 无 着 丝 粒 的 片段 中 


M X TOE Wü XUMEA ORBIS EO RIS AA 

MEXüaTEN. atema C m wm 家 族 的 成 员 可 被 分 成 两 种 关 型 
通过 网 胞 的 就 色 或 通过 适当 的 染色 被 观察 到 。 《1 自主 元 件 (autoncomous elements) AH 
除 和 转 座 的 能 力 。 因 为 自主 元 件 的 持续 的 活性 ,在 任何 基因 座 , 它 的 播 人 产生 一 个 不 稳定 
的 或 易 变 的 等 位 基因 。 元 件 本 身 的 丧失 或 者 其 转 座 能 力 的 丧失 ,使 一 个 不 稳定 的 等 位 基 
因 转 化 成 为 一 个 稳定 的 等 位 基因 。 

(2)3E 8 3:754 (Ünonautonomous elements) 它们 是 稳定 的 ,不 转 座 或 在 蘑 种 条 件 
下 发 生 自发 性 的 改变 。 只 有 当 同 一 家 族 的 一 个 自主 元 件 存在 于 该 基因 组 的 其 他 部 位 时 
它们 才 变 得 不 稳定 。 当 通过 一 个 自主 B ut EU Loc 
ARATI, EET A AZAR ISO ORG 
展示 同 - -个 自主 元 件 相关 的 活性 范 
围 ,包括 转 座 到 新 的 位 点 的 能 力 。 非 
自主 元 件 是 自主 元 件 由 于 丧失 转 座 所 
需 的 反 式 作用 的 功能 而 产生 的 。 

玉米 控制 元 件 家 族 是 由 一 个 单一 
类 型 的 自主 元 件 和 许多 不 同 的 非 自 主 
元 件 所 组 成 的 。 在 一 个 家 族 中 的 非 自 
主 元 件 可 通过 自主 元 件 以 反 式 作用 而 - 
激活 。 玉 米 中 控制 元 件 的 主要 家 族 见 Lesewse O ER ERR C ER RAM 


图 10-18。 进行 转 座 。 非 自主 元 件 缺 乏 转 座 的 能 力 。 自 主 元 件 和 非 自 证 
分 于 水 平 的 鉴定 表明 , 玉米 的 转 TERS 4H OLERSRUR, 


移 到 新 位 点 


移 基 新 位 点 
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麻子 共有 一 个 共同 的 结构 特征 ,其 末端 为 反 向 重复 ,并 在 尧 DNA 中 产生 短 的 正 向 重复 序 
列 , 然 而 在 其 他 方面 如 大 小 和 编码 能 力 上 却 不 相同 。 经 充分 鉴定 的 家 族 是 Ac (activator 
elemen DIETER Spm 元 件 。 在 一 个 植物 的 基因 组 中 每 个 家 旅 遂 常 有 上 几 个 成 员 存在 (大 约 
上 0 个 )。 通 过 对 Ac/Ds 家 族 自 主 和 非特 上 威 员 的 分 析 ,我 们 获得 了 这 些 元 件 许多 个 例 的 
PTRA, ETH ALE 10-19 


TTTCATCCCTA 


CAGGGATGAAA 


自主 Ac 元件 序列 的 大 部 分 被 -…- 
个 出 5 个 外 显 于 组 成 的 单一 基因 所 占 
所 ,其 产物 为 转 座 酶 。 该 元 件 本 身 趟 

交趾 端 为 11 bp 的 反 向 重复 序 重 ;在 插 入 位 
sed 点 ,8 个 碱 基 对 的 靶 序 列 被 复制 ， 
Ds 元 件 各 组 成 成 员 的 长 度 和 序 
: 列 并 不 相同 ,但 皆 与 Ac 相关 。 它 们 有 
S00 bp. 相同 的 11 bp 反 向 重复 未 庙 。 它 们 较 
mn Ac 短 , 但 缺失 的 长 罕有 差异 。 在 一 个 
”极端 ,Ds9 元 件 只 有 194 bp 的 缺失 ,而 
EP :极端 , Ps6 元 件 只 保留 2 kb 的 
， 长 度 , 对 应 于 Ac 的 每 一 端的 1 kb 区 。 
B 在 一 个 复合 式 双 Ds 元 件 中 ,一 个 Ds6 
序列 反方 向 插入 到 女 一 个 之 中 。 
非 自主 元 件 缺 乏 内 部 序列 ,但 具 
[P 10-19 Ac 各 Ds 龙 件 的 结构 有 来 端 反 向 重复 序列 (和 可 能 的 其 他 

Ac IGRA BIET REVERE 1D 元 性 有 有 内 部 序列 的 缺失 。 序列 特征 )。 非 自 主 元 件 是 由 自主 元 
件 道 过 缺失 (或 其 他 变化 ) 而 产后 的 ,这 些 变化 使 反 式 作用 转 座 酶 失 活 ,但 却 保留 了 完整 的 
转 座 酶 的 作用 位 点 (包括 末端 )， 它 们 的 结构 包括 含 少量 (无 活性 的 ) Ac 突变 体 到 经 过 较 
大 缺失 或 重 排 的 序列 。 

i THRONE RIT Dd 家 族 成 员 由 短 的 序列 组 成 , 它 与 Ac 的 相关 性 仅 在 于 其 末端 
存在 反 向 重复 序列 。 这 类 元 件 不 需 直 接 由 Ac 术 生 而 来 ,它们 可 能 来 自 于 产生 反 向 重复 
序列 的 任何 过 程 。 它 们 的 存在 表明 , 转 座 酶 只 识别 末端 反 向 重复 序列 或 可 能 某 种 短 的 内 
部 序列 与 末端 重复 序列 一 起 被 识别 。 

Ac/Ds 的 转 座 通过 非 复 制 型 机 制 发 生 。 克 降 分 析 表 明 , Ac /Ds 的 转 座 几乎 总 是 发 和 
在 供 体 元 件 被 复制 之 后 。 这 些 特征 类 做 子 细菌 转 座 子 Tn10 的 转 座 。 受 体 部 位 党 常 与 供 
体 部 位 位 于 同一 染色 体 上 ,并 常常 相当 接近 。 

复制 产生 一 个 可 能 的 As /Ac 供 体 的 两 个 拷贝 ,但 通常 只 有 一 个 拷贝 转 座 。 在 转 座 后 
供 体 部 位 的 命运 如 何 ? 供 体 部 位 由 于 转 座 子 的 丧失 而 发 生 的 重 排 可 各 过 染色 体 的 断裂 来 
解释 (图 10- 17)。 

自主 和 非 自 主 元 件 在 它们 所 处 的 环境 下 可 发 后 各 种 变化 。 其 中 一 些 变化 是 遗传 性 
的 , 另 此 是 非 遗 传 性 的 。 

当然 ,主要 的 变化 是 一 个 自主 元件 转变 成 非 自主 元 件 ,但 非 饭 主 元 件 也 可 发 生 进一步 
的 变化 。 顺 式 作用 的 缺陷 可 使 一 个 非 自 主 元 件 不 受 自主 元 件 的 影响 。 因 为 它 不 天 被 活化 
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而 转 座 , 这 种 非 自主 元 件 有 可 能 变 得 永久 的 稳定 。 

自主 元 件 受 “ 相 的 改变 "的 影响 而 发 生变 化 ,这 些 变 化 是 可 遗传 的 ,但 相对 不 稳定 。 

在 植物 的 发 育 过 程 中 , 转 座 元 件 可 以 一 种 可 道 性 失 活 的 方式 特 环 于 活性 积 无 活性 状 
碍 之 间 。 因 此 相 影 响 转 座 的 时 间 和 频率 。 

自主 元 件 Ac RI Mu 相 的 变化 似乎 是 由 DNA 的 甲 基 化 所 引起 的 。 活 性 和 万 活性 元 
件 对 限制 酶 敏感 性 的 比较 表明 ,无 活性 元 件 在 苔 序 烈 人 上 被 甲 基 化 。 每 个 元 件 中 用 
个 靶 位 点 ,我 们 尚 丰 知道 哪些 位 点 控制 这 种 效应 。 我 们 同样 想 知道 是 什么 控制 这 些 元 件 
的 甲 基 化 和 去 甲 基 化 。 转 座 可 能 县 自我 调控 的 ,在 基因 组 中 ,Ac 元 件数 量 的 增加 使 转 座 
频率 降低 。Ac 元 件 可 能 编码 转 座 的 阻 抑 物 ;其 活性 可 能 是 由 提供 转 座 酶 功能 的 同一 蛋白 
所 提供 。 


=., Spm 元 件 影响 基因 表达 


Spm 和 和 En 自主 元 件 实际 上 是 一 样 的 ,它们 的 差异 不 过 10 个 位 置 (图 10 - 20)。 重 
复 序列 对 转 座 是 很 重要 的 ,正如 在 末端 缺失 的 转 座 缺陷 型 表 型 中 所 见 到 的 那样 ,与 Spm 
相关 的 转 座 于 也 见于 其 他 植物 ,由 于 它们 具有 基本 相似 的 结构 而 被 划分 为 同一 家 族 的 成 
员 。 它 们 全 部 具有 基本 相同 的 木 端 反 向 重复 序列 ,并 在 转 座 的 靶 DNA 产生 3 个 bp 的 正 
向 重复 序列 。 由 于 未 端的 相似 性 ,它们 被 称 为 CACTA 类 转 座 子 。 

一 个 8300 bp 的 序列 从 该 元 件 堪 侧 末 端的 启动 子 处 被 转录 ,转录 物 中 含有 的 11 个 外 
星子 被 剪接 成 一 个 2500 bp 的 mRNA, 该 mRNA 编码 一 个 令 621 个 氨基 酸 的 蛋白 质 。 该 
基因 被 称 为 TnpA 基因 ,而 该 蛋白 产物 与 该 元 件 末端 区 的 以 多 捷 贝 形式 存在 的 12 bp 共 
有 序列 相 结合 。TnpA 的 功能 是 切割 所 需要 的 ,但 单独 不 足以 完成 切割 。 

这 个 家 族 所 有 的 非 自主 元 件 (dSpym 代表 缺陷 型 Sp ) 与 Sem 元 件 本 身 在 结构 上 是 
紧密 相关 的 ,它们 含有 影响 rapa 外 王子 前 缺失 。 

APAA RHE (ORFI 和 ORF2) 位 于 pA 第 - -个 长 的 内 含 子 内 ,它们 包含 在 经 另 一 
种 方式 剪接 的 6000 bp 的 RNA 中 , 它 占 tnpA mRNA 的 1%。ORF1 和 2 称 为 TnpB。 € 
可 能 提供 -一 种 与 13 bp 反 向 重复 末端 相 结合 并 为 了 转 座 而 切割 末端 的 蛋白 质 ， 

除了 高 活性 的 Spm 元 件 外 , 述 有 Spm-w 衍生 物 , 它 们 在 转 座 中 显 未 较 弱 的 活性 。 
在 图 10 - 20 的 例子 中 ,含有 缺失 ORF! 和 ORF 的 活性 Spm ,这 表明 在 转 座 中 对 TnpB 
的 萝 要 可 被 绕 过 或 蔡 代 。 

Spm 的 插入 能 控制 插入 部 位 基因 的 表达 , 受 体 基因 座 可 被 置 于 正 或 负 的 调控 下 ， 
Spm 抑制 型 的 基因 座 的 表达 受到 抑制 ,Sapm 依赖 型 的 基因 座 只 有 在 Spm 的 辅助 下 才 被 
表达 。 当 插入 元 件 为 dSpm 时 ,抑制 或 依赖 作用 由 自主 型 Spm 以 反 式 作用 方式 提供 。 
这 些 相 反作用 的 基础 是 什么 呢 ? dSpm 抑制 型 的 等 位 基因 的 外 显 子 内 含有 插入 的 
dSpm ,这 就 显 产生 一 个 问题 ,在 外 显 子 上 合 dSpm 揪 人 序列 的 基因 如 何 能 被 表达 昵 ? 
dSpm 序列 能 够 通过 它 的 末端 序列 从 转录 物 中 被 切除 。 剪接 过 程 可 能 在 mRNA 序列 上 
留 下 一 种 变化 ,这 就 解释 了 它 编码 蛋白 质 特性 上 的 变化 。 一 些 Ds 播 人 序列 亦 具 有 类 似 
的 可 由 转录 物 中 被 切除 的 能 儿 。 

tnpA Ut Spm 元 件 抑制 基因 的 功能 。 缺 隐 元 件 的 存在 可 以 诚 低 但 不 能 完全 阻止 它 
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所 插 人 的 基因 的 表达 。 


CTAGAAGAAAA [romemare | 然而 ,其 有 功能 性 n pA 基因 


| 外 她 了 23456282100: :的 自主 元 件 的 引入 可 以 完全 抑制 臣 
- sr 7 基因 的 表达 。 这 是 由 于 TnpA 蛋白 

W. 订 与 缺陷 元 件 结合 , 限 断 正在 进行 
的 转录 ,从 而 产生 抑制 作用 。 


in mE -个 dSpm 依赖 型 的 等 位 天 
ET 因 含 有 一 个 在 基因 附近 而 不 是 在 基 


TM 因 内 部 插 人 人 的 d Span o 这 种 插入 序 
UO 列 似 乎 可 提供 受 体 基因 座 -- 个 活化 

该 基因 后 动 子 的 增强 子 。 
uL dSpm 元 件 的 抑制 和 依赖 必用 
Emm. BÀ dig WIREET E SUN Spm 元 件 
UT 件 末 端 顺 式 作用 的 位 点 之 间 的 相互 
图 10-20  Spm "En 的 结构 作用 。 这 样 ,取决 于 该 元 件 位 于 受 
上 
4 ORFI H ORF? pit af ied 元 件 末端 之 间 的 单 .作用 即 可 抑制 

或 活化 - :个 靶 基 央 座 。 
Spm 元 件 的 多 种 不 同 状态 存在 ,其 范围 可 由 完全 活性 状态 到 隐 性 状态 。 隐 性 状态 的 
元 件 是 沉默 的 , 它 既 不 发 生 自 身 的 转 座 也 不 活化 dSpm 元 件 。 隆 性 元 件 可 以 被 瞬间 激活 
或 通过 与 具 完 全 活性 的 Spo 元 件 的 相间 作用 而 转化 成 活性 状态 。 灭 独 是 由 位 于 转录 起 
始点 附近 序列 的 甲 基 化 所 引起 的 、 昌 前 还 不 清楚 与 甲 基 化 灭 活 或 去 甲 某 化 (或 阻止 甲 基 
化 ) 活 化 有 关 的 反应 的 性 质 . 
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第 五 节 果 蝇 的 转 座 元 件 [3-7 


研究 表明 当 果 蝇 的 某 些 品系 进行 种 间 杂 交 时 即 会 遇 到 困难 。 当 两 个 品系 杂交 时 ,后 
代 即 显示 不 育 特性 ,其 一 系列 的 缺陷 包括 突变 .染色 体 畸 变 、 减 数 分 裂 中 的 异常 分 离 和 不 
育 。 这 些 相关 的 缺陷 被 称 为 杂种 不 育 (hybrid dysgenesis} o 

在 果 蝇 中 ,与 杂种 不 育 有 关 的 两 个 系统 已 被 鉴定 。 第 一 个 系统 的 果 蝇 被 分 成 D 3 
(inducer, DÀ R Hi (reactive, R) ,生育 力 降 低 的 现象 只 见于 雄性 1 AMETE R 交配 产生 的 后 
代 , 而 不 见于 反 向 交配 产生 的 后 代 。 第 二 个 系统 中 果 蝇 被 分 成 PCpaternal contributing , P) 
型 和 M(maternal contributing, M) Zl, HE P 和 雌性 M 之 间 交 配 产 咎 杂种 不 育 ,但 反 向 
交配 时 则 不 存在 此 种 情况 。 

不 育 主要 是 与 生殖 细胞 有 关 的 一 种 现象 。 在 P_M 系统 的 杂交 后 代 中 ,F| ERE RHRR 
有 正常 的 体 细 胞 组 织 , 介 它们 的 性 膝 不 发 育 。 配子 发 育 形 态 学 上 的 缺 陪 可 追 济 到 生殖 细 
胞 快速 分 裂 上 阶段 。 


雄性 P 的 全 何 一 个 染色 体 , 在 同上 峻 性 M 交配 时 皆 能 诱导 产生 杂种 不 育 。 重 组 染色 体 
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的 构建 显示 ,每 个 上 染色 体内 皆 有 几 个 区 域 能 引起 不 育 。 这 表明 ,一 个 雄性 P 含有 大 其 
的 P rt IE CP factors) ,这 些 序列 在 染色 体 上 占据 许多 不 同 的 部 位 ,这 些 部 位 随 卫 株 的 不 同 
MARE, P TREE F M 果 蝇 的 染色 体 中 ， 

在 不 育 的 个 体 中 ,诱导 突变 的 有 关 过 程 是 通过 对 o 突变 体 的 DNA 序列 分 析 而 鉴定 
的 。 所 有 的 突变 缘起 因 于 DNA 在 基因 座 的 插入 。 插 入 的 序列 被 称 为 PP 元件 ,它们 形 
成 一 个 典型 的 转 座 系 统 。 每 个 元 件 在 长 度 上 不 同 但 在 序列 上 是 同 源 的 ,所 有 的 P ER 
具有 31 bp 的 反 向 末端 重复 序列 ,并 在 转 座 的 靶 DNA 部 位 产生 8 bp 正 向 重复 序列 。 最 
长 的 己 元 件 大 约 2.9 kb 长 并 有 4 个 可 读 答 。 较 短 的 PP 元件 以 相当 经 常 的 频率 出 现 , 很 
显然 , 它 是 完整 的 P 元 件 的 内 部 缺失 而 产生 的 ,至 少 -部 分 短 的 PP 元件 丧失 了 产生 转 座 
BEBO SET ,但 它们 可 通过 一 个 完整 的 P 元 件 编码 的 转 座 酶 以 反 式 作用 方式 所 活化 。 一 个 
P 品系 含有 30 一 50 个 于 元 件 的 拷贝 ,其 中 大 约 三 分 之 一 具有 全 长 。M 品系 中 不 存在 这 
些 元 件 。 在 下 品系 中 ,这 些 携带 的 元 件 是 基因 组 的 情人 性 成 分 。 但 是 , 当 … 个 雄性 P 和 凡 
性 M 交配 时 , 它 即 变 成 具有 转 座 活性 的 成 分 。 

P-M 杂种 不 育 的 果 刚 的 染色 体 中 ,在 许多 新 位 点 含有 插入 的 PP 元 件 。 杂 种 不 育 典 型 
的 染色 体 断 裂 发 生 的 热点 正 是 P 元 件 ， RETI KETI RATI 
存在 的 部 位 。P 元 件 转 座 到 M 染色 体 pun j DEE u 
上 的 平均 速率 是 大 约 每 代 一 次 。 

PP 元 件 的 活化 具有 组 织 特异 性 ， 
它 基 发生 在 性 绍 胞 之 中 。 但 已 元件 在 
性 细胞 和 体 细胞 组 织 中 均 被 转录 。 组 
织 特异 性 是 道 过 通 接 类 型 的 改变 而 获 RNA 
得 的 。 -ERNA 

该 元 件 的 结构 和 转录 见 图 10 - 


21, 主要 转嫁 物 为 2. 5 kb 或 3.0 kb 
长 ,其 差别 可 能 仅 反映 对 末端 终止 码 
L——————— 


的 通读 。 可 产生 两 种 蛋白 产物 : UM 一 

D fi 2 BSCGCBE EIS A A TORRENT E wp 
接 , 产生 一 个 ORFÜ-ORFI- ll 
ORF 编码 区 。 此 RNA 经 翻 ` 
译 产 生 66 kDa 的 蛋白 ,该 蛋白 66 kDa Fig 
REEM, AR 

2) 在 生殖 细胞 中 , REID BUE HE mRNA -— — 
程 除去 了 内 合子 3。 这 使 所 有 — — 
4 个 可 读 框 被 连接 成 一 个 mR- J 
NA, 并 经 翻译 产生 一 个 87 kDa 
的 蛋白 ,该 蛋白 为 转 座 酶 。 87 kDa & gi 


两 种 类 型 的 实验 证 实 了 第 三 个 内 图 10-21 已 元 件 的 结构 和 它 的 转录 
S FUNERIS EH EEG. 卫 元 件 让 4 个 外 显 于 ,前 3 个 被 前 接 后 相连 在 体 细胞 内 宸 达 。 
如 果 在 体外 使 剪接 连接 部 分 发 生变 全 部 4 个 外 盖子 被 前 接 后 相连 在 性 细胞 内 表达 。 
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dp IS HUI P 元件 得 引入 果 蜡 ,其 转 座 活性 消失 。 第 二 , 如果 第 三 个 内 含 -了 缺失 ,这 使 
ORF3 被 包括 在 所 有 组 织 的 mRNA 中 ,在 这 种 情况 下 , 转 座 既 发 生 在 生殖 细胞 之 中 也 发 
后 在 体 细胞 之 中 。 

因此 , 当 ORF3 ££ 88 Hifi E A, ape nf LP 元 件 即 转 威 活性 状态 。 这 是 关键 的 调控 过 
程 ,并 且 它 通常 只 发 牛 在 性 细胞 之 中 。 

中 什么 决定 组 织 特异 性 廊 接 呢 ? 体 细胞 含有 一 种 蛋白 可 与 外 量子 3 的 序列 结合 并 阻 
止 最 后 一 个 内 信子 的 剪接。 在 性 细胞 中 缺乏 这 种 上 岳 白 ,这 使 剪接 后 产生 编码 转 座 酶 的 
mRNA, 

P 元 件 的 转 率 大 约 和 需要 150 bp 的 末端 DNA, 转 座 酶 与 两 个 10 bp 的 序列 相 结 合 , 此 
序列 邻近 于 31 bp 的 反 向 重复 序列 。 转 座 通过 非 复制 型 发 生 , 其 切割 和 连接 机 制 类 似 于 
Tnio。 它 以 炳 种 形式 引起 过 种 不 育 , 在 新 位 点 转 座 元 件 的 插入 可 引起 帘 变 ,而 在 供 体 部 
位 遗留 的 断裂 具有 有 害 的 作用 [ 如 图 10 - 5(2) 模 型 所 示 ] 。 

有 趣 的 是 在 很 大 的 比例 上 ,断裂 的 供 体 DNA 可 通过 间 源 染 色 体 的 序列 而 被 收复 。 
如 果 同 源 部 位 有 一 个 PP 元件, 则 供 体 部 位 的 元 件 有 可 能 被 恢复 (这 类 似 于 复制 转 座 的 
结果 )， 如 来 同 源 部 位 缺乏 已 元 件 , 修 复 产 生 评 所 P 元 件 的 序列 ,这 就 很 明显 地 产生 了 精 
确切 除 ( 一 个 在 其 他 转 座 系统 中 罕见 的 过 程 )。 

杂种 不 育 依赖 于 交配 过 程 性 的 取向 ,这 一 事实 表明 胞 桨 与 P 因子 本 身 是 同样 重要 
的 。 胞 兹 的 作用 被 描述 为 细胞 型 , 售 P 元 件 的 果 蝇 品系 为 王 细胞 型 ,而 缺 过 P 元 件 的 果 
蝇 品 系 为 M 细胞 型 。 只 有 当 含 有 PP 元 件 的 染色 体 进入 到 M. 细胞 型 的 胞 效 中 时 才 会 产生 
EERTE. MORERA P 元 件 ,而 肉 性 亲 代 没 有 时 ， 

细胞 型 灵 示 出 -… 种 钨 浆 的 可 遗传 效应 , 当 杂 交通 过 PP 细胞 型 发 生 时 (上 肉 性 亲民 会 有 
P 元件), 其 产生 的 杂交 后 代 可 连续 几 代 与 帷 性 M 型 杂交 而 不 产生 杂种 不 育 。 因 此 在 P 
细胞 昏 胞 浆 中 有 某 种 物质 可 抑制 杂种 不 育 经 过 几 代 后 被 笑 释 掉 ( 细 胞 型 的 这 种 作用 的 分 
子 模型 见 图 10 - 22)。 它 依赖 于 66 kDa S EN I EE SERE I. KE 白 作 为 卵子 中 的 母 
体 因 子 而 存在 。 尽 管 存在 P 元 件 ,在 P 栋 中-- 定 有 是 够 的 蛋白 阻止 转 座 发 生 。 在 任何 涉 
及 雌性 的 杂交 中 ,该 蛋白 的 存在 阻止 转 座 酶 的 合成 或 活化 。 但 是 当 上 肉 性 亲 代 是 M 型 
Ht, E BR TOpEURHRUS Vy, f REER ESI A N P JU AEE REIR nn Pob $6 E S ER E, P 
细胞 型 下 通过 多 代 发 生 作用 的 能 力 表明 在 卵子 中 一 定 有 足够 的 图 抑 物 存在 , 它 一 定 是 足 
够 稳定 的 ,并 通过 成 年 动物 传 到 下 .- 代 的 卵子 中 。 

30 多 年 前 采集 的 野生 型 果 蝇 传 下 来 的 果 蝇 品系 总 是 M 型 ,而 从 10 年 前 采集 的 果 量 
传 下 来 的 品系 总 是 P 型 。 这 是 否 意味 着 P 元 件 家 族 最 近 EE RR AA RIAI T ERN 
Bue? wp 元 件 被 引 估 到 一 个 新 的 群体 中 时 ,确实 是 高 度 侵入 性 的 。 RAH P 元 件 
应 来 源 十 另外 一 个 品种 。 

由 于 杂种 不 至 使 品种 间 杂 交 威 少 , 它 是 物种 分 化 途径 中 的 一 个 阶段 。 假 设 遂 过 一 种 
可 转 座 的 元 件 在 某 一 .部 位 产生 一 个 不 育 的 系统 ,而 另 一 种 转 座 元 件 可 在 别 的 部 位 产生 一 
个 不 同 的 系统 。 果 刚 在 这 两 个 区 域 由 于 这 两 个 系统 的 存在 将 产生 不 育 。 如 果 这 导致 它们 
个 育 ,群体 在 遗传 上 便 会 分 离开 来 ,可 能 会 发 生 进 -- 步 分 离 。 因此 ,多 个 不 育 系 统 的 存在 
可 导致 不 能 交配 和 物种 分 化 。 
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E 10-22 细胞 型 的 影响 
杂种 不 育 由 基因 组 中 的 P 元件 和 纳 脆 型 中 66 kDa 的 阻 捉 物 之 问 的 反应 所 决定 。 


第 六 节 ” 反 转录 病毒 和 反 转 座 子 [1016.48~6] 
一 \ 概 ux 


转 座 元 件 或 转 座 子 是 基因 组 中 可 移动 的 独立 的 DNA 序列 ,一 个 转 座 子 可 由 基因 组 
的 一 个 位 置 移 到 另 一 个 位 置 。 从 DNA 到 DNA 的 转移 过 程 称 转 座 。 从 DNA 到 RNA 再 
到 DNA 的 转移 过 程 叫 反 转 座 。 后 者 为 经 RNA 介 时 的 转 座 过 程 。 

必须 经 过 RNA 中 同体 的 转 座 是 真 核 生 物 所 特有 的 , 反 转 录 病 毒 能 够 将 RNA 病毒 基 
因 组 的 DNA 38 DI 〈 原 病毒 ) 整 合 到 宿主 细胞 染色 体 的 能 力 为 一 典 表 例证 。 一 些 真 核 细胞 
的 转 座 子 和 反 转 录 病 毒 的 原 病毒 的 -- 般 组 成 结构 相关 ， 并 且 通 过 RNA 中 间 体 进行 转 座 。 
作为 “类 结 攀 单位 被 称 做 反 转 座 于 (retroposons, 有 时 亦 称 retrotransposons)。 它们 包含 从 


^ 3S ， 


及 转 左 疯 毒 自身 {能够 白 由 地 感染 宿主 细胞 ), 和 自己 不 能 进行 先 座 ,但 通过 RNA 可 以 进 
行 转 座 的 序列 。 它 们 和 其 余 燃 型 的 转 座 子 一样, 其 共有 的 可 鉴定 的 特性 为 : 括 大 位 点 会 产 
^E RBS P307 DNA 的 正 向 重复 。 

即便 译 检 误 不 到 活性 转 座 子 的 基因 组 中 , 占 攻 的 转 座 事 件 所 留 下 的 痕迹 佑 可 被 发 现 ， 
挂 存 在 形式 为 散 刘 分布 的 重复 序 齐 是 俩 的 止 向 重复 的 靶 序 列 。 这 些 序 列 的 特性 有 时 显示 
H DNA 基因 组 序列 的 祖先 为 一 个 RNA 序列 .我 们 认为 这 -- RNA 序 列 - 定 先 被 转化 为 
DNA GRIES DI, ,然后 通过 与 转 座 相 类 做 的 过 程 插 人 到 基因 组 . 

像 任 何其 他 的 再 生 循 环 - ` 样 , 反 转 辣 病 毒 或 反 转 座 子 的 再 牛 循 环 是 连续 的 ,因此 我 们 
对 起 始点 的 选择 是 随意 的 。 反 转录 病毒 首先 被 秽 察 到 的 是 以 传染 性 病毒 颗粒 形式 存在 ， 
并 能 在 细胞 间 传 播 ,因此 细胞 内 的 循环 (包括 DNA 双 螺 旋 } 被 当 作 复 制 RNA 病毒 的 方 
式 。 反 转 座 了 是 被 当 作 基因 组 中 的 … 部 分 而 发 现 的 。RNA 的 存在 形式 在 绝 大 多 数 情况 
下 根据 其 切 能 被 当 作 mRNA。 因 此 我 们 定义 到 转 座 季 为 基因 组 的 双 螺 旋 DNA 序列 ,它们 
可 以 在 基因 组 内 进行 转 座 , 们 不 在 细胞 癌 迁 移 . 


二 、 反 转录 病毒 和 反 转 座 子 
L 反 转 录 病 每 的 生活 周期 


反 转 录 病 毒 其 有 单 链 RNA 基因 组 ,通过 冯 链 DNA 中 间 体 进行 复制 。 病 毒 的 生活 周 
期 必须 包括 一 个 和 转 座 类 似 的 过 程 ,使 双 链 DNA 插入 到 宿主 基因 组 ,并 使 DNA gU rg» 
PERENE EE H FERAM, 
这 -反应 的 重要 和 性 超出 了 仅仅 使 病毒 生存 的 范围 。 其 结果 表现 为 ， 
1) 整合 到 性 细胞 的 反 转 录 病 毒 序列 会 作为 内 源 性 原 病毒 (endogenous provirus) 耐 保 
罚 在 细胞 基因 组 内 。 和 洲 床 性 哈 菌 体 一 样 , 原 病毒 表 项 为 生物 体 的 遗传 物质 的 一 
部 分 。 
2) ARRA FE 8 8 AR ce 53 Ta. 86 3 RETE PUR £2 JE BECHER AEG P Lee REI IUE 4 
双 螺 旋 形 式 播 人 到 基因 组 的 新 位 点 。 
3) EORR TAFE B PE PE SHRITY RI , PI AE ERROZ SE AA A UAI AR, 
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图 10-23. 反 转 录 病 每 的 生活 周期 
扩 转 录 病 毒 的 半 活 周期 (1 病毒 感染 宿主 细胞 , 胖 放 出 病 表 RNA. 在 病毒 中 的 反 转 承 得 的 作用 咎 ,在 细胞 息 中 
进行 反 转 水 ,全 成 线形 病毒 DNARS MERKRA E DNA). 继而 病毒 DNA 弥合 到 宿主 细胞 染色 体 DNA 中 ， 
成 为 诛 病毒 ,，(2) 病 毒 DNA 转 叶 生成 病 素 基因 组 RNA EB CE UR UE mRNA, 进而 翻译 生 成 病毒 醒目 质 , 随 后 
eU dor ee. 
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图 10-23 为 反 转 录 病 毒 的 生活 周 期。 关键 性 的 步骤 为 :病毒 RNA 被 转换 成 DNA, 
此 DNA 被 整合 到 宿 土 基因 组 ,随后 DNA 原 病毒 被 转录 成 RNA。 

HEIE RNA 转化 成 DNA 95 01 AIREA pr $6 3E BIS (reverse transcriptase) ,此 和 酶 可 作为 重 
组 DNA 技术 中 一 个 强 有 力 的 工具 。 该 酶 在 被 感染 的 细胞 质 中 使 RNA 转化 为 线性 双 螺 
旋 DNA 分 子 ( 这 一 DNA 也 可 被 转化 为 环形 ,但 这 种 形式 似乎 并 不 参与 再 生 循环 过 程 )。 

此 线性 DNA 进 人 人 细胞核 。-- 个 战 多 个 DNA 乒 贝 被 整合 到 宿主 基因 组 。 被 称 为 整 
合 酶 (integrase) 的 酶 负责 整合 反应 。 被 整合 的 原 病 毒 DNA. 经 由 宿主 的 转录 系统 产生 病 
毒 RNA, 此 RNA 负 可 作为 mRNA, 了 又 可 作为 基因 组 而 包装 到 病毒 粒子 中 。 整 合 是 生活 周 
期 的 一 个 正常 组 成 部 分 ,也 是 转录 所 需要 的 。 

每 个 病毒 粒子 中 被 包装 人 两 个 RNA 基因 组 拷贝 ,因此 单一 的 病毒 粒子 实际 为 二 倍 
体 。 如 果 细 胞 被 疝 个 不 同 但 却 相关 的 病毒 同时 感染 , 则 有 可 能 产生 携带 两 个 不 同 RNA 
拷贝 的 杂 合子 病毒 颗粒 。 二 倍 性 可 能 对 病毒 获取 细胞 序列 是 重要 的 。 反 转录 酶 和 整合 本 
随 基 因 组 一 起 被 病毒 所 携带 。 一 个 典型 的 反 转 录 病 毒 序列 售 3 或 4 个 “基因 ”, 这 一 术语 
在 此 表示 为 编码 区 ,每 一 编码 区 通过 加 工 实际 上 产生 出 多 种 蛋白 质 。 如 图 10 - 24 所 示 ， 
一 个 售 3 个 基因 的 反 转 录 病 毒 其 基因 的 排列 方式 为 gag-pol-env. 

反 转 录 病 毒 的 mRNA 具有 一 个 通常 的 结构 ,在 其 5 末端 被 加 由 ,并 且 在 BA Se 
率 腺 在 酸 相 连 。 它 代表 两 种 mRNA, MKH mRNA 被 翻译 时 ,所 得 产物 为 Gag 和 bol 
ZEE. 当 熏 译 开始 于 起 始 密码 子 而 终止 于 第 一 个 终止 密码 子 时 所 得 产物 为 Gag Æ 
白 。 和 如 果 要 表达 Pol 蛋白 , 则 必须 要 越过 此 终止 密码 。 

不 同 的 病毒 利用 不 同 的 视 制 可 使 翻译 越过 gag 终止 码 而 继续 进行 ,这 取决 于 gag 和 
bol 可 读 框 的 相 下 关系 。 当 gag fll pol 密码 相互 连接 时 ,一 个 可 识别 终于 码 的 洛 氨 酰基 - 
tRNA 可 以 失 制 终 目 过 程 并 合成 一 个 单一 蛋白 。 当 gag 和 pot 存在 于 不 同 的 可 读 检 时 ， 
一 个 核糖 体 的 框架 迁移 可 使 单一 蛋白 得 到 合成 。 通常 情况 下 ,翻译 可 越过 终止 码 的 效率 
大 约 为 5% ,因此 产生 的 Gag 蛋白 大 约 为 Gag-Pol 蛋白 的 20 倍 。 

Env S ROS ORA — Rr SURE EIU EMI AE — AI d PARERE ZI (subgenomic) 
的 mRNA, 并 通过 它 的 表达 产生 Env 产物 。 gag EB Dux doi T BURG BODEN ER 
成 部 分 。pol 基因 编码 参与 核酸 人 台 成 和 重组 的 蛋白 o env 基因 编码 参与 病毒 颗粒 外 膜 成 
分 的 蛋白 。Gag( 或 Gag-Pol) 和 Env BASAS REH ,它们 要 经 过 和 蛋白酶 的 切 齐 才能 最 
终 形成 在 成 熟 病毒 颗粒 中 所 发 现 的 单一 一 白质 的 形式 。 恒 白 酶 的 活性 被 病毒 以 多 种 形式 
所 编码 : 它 可 以 是 gag 或 pol 的 一 部 分 ,或 有 时 以 另 一 个 独立 的 可 读 框 形式 存在 。 

一 个 反 转录 病毒 颗粒 的 形成 包括 将 RNA 包装 于 核心 部 位 ,在 其 四 周 环 伐 以 衣 壳 人 蛋 
白 。 随后 获取 了 由 宿主 细胞 浆 膜 与 病毒 糖 蛋 白 构成 的 外 膜 (envelope) 形 成 病毒 粒子 (Wi- 
ron) 并 与 宿主 细胞 膜 脱离 。 在 感染 情况 下 ,这 一 过 程 风 好 相反 .一 个 病 等 矣 粒 先 与 细胞 效 
膜 柄 合 , 然 后 释放 病 等 颗粒 的 组 成 部 分 。 


2. RESISTE RNA 转变 成 病毒 线性 DNA 的 过 程 


BU SORS BEBE ON IE SERERE (plus strand virus) ,内 为 病毒 RNA 编码 自身 蛋白 产物 。 

反 转 录 酶 负责 使 基因 组 ( 正 链 RNA) 转 化 成 互补 的 DNA 链 , 此 链 被 称 为 负 链 DNA (minus 

strand DNAJ)。 反 转录 酶 也 催化 随后 的 合成 双 链 DNA 的 反应 。 它 具有 DNA ROMKES 
+ 47 。 
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图 109-24 KARRE BEA HAS 
反 转 孙 病 毒 的 “ 基 风 "以 多 聚 蛋白 的 形式 被 表达 .然后 经 加 上 工 产生 独立 的 重 白 质 
Pe. DIS; Gag, E E (manx, MAD, d TE Crapsid CA) A E K SE Cnucleceapsid 
NC), REB : Pol, H130 (protease), 5c t BE CRT RU 6 RECN); AGIS S d SE EI 
(surface protein, SUBE IB (transmembrane, TMD ， 


性 ,这 使 其 能 够 由 RNA 的 单 链 反 转 录 合 成 双 螺 旋 DNA、 此 双 螺 旋 的 第 二 条 DNA 链 被 称 
为 正 链 DNA(plus strand DNA)。 并 上 且 做 为 活性 的 必要 补充 ,这 个 隋 具 有 核糖 核酸 酶 上 
(RNase H) 的 活性 ,使 其 能 够 降解 DNA-RNA 杂 合 体 中 的 RNA 部 分 。 所 有 反 转 录 病 毒 的 
反 转 录 酶 篆 具 有 相当 程度 的 氨基 酚 序 列 相似 性 ,并 且 在 -- 些 别 的 反 转 座 子 中 也 可 发 更 序 
列 的 同 源 性 。 

在 图 10 - 25 中 ,DNA 形式 的 病毒 结构 与 RNA 形式 进行 了 比较 。 在 病毒 RNA 的 两 
个 末端 含有 正 向 重复 序列 。 在 不 同 种 病 毒 中 了 片段 有 所 变化 (从 10 一 80 ER). ÆI 
ES 宋 端 RR 片段 之 后 为 会 80—100 BARN U5 区 ,这 一 区 是 5 端 所 特有 的 。 在 3' 端 RR 
片段 之 前 为 U3 区 (170~1260 nt 长度), 它 是 了 端 所 特有 的 。 当 从 RNA 型 向 DNA 型 转 
化 的 过 程 中 ,R 片段 被 用 来 在 线性 DNA 中 产生 更 加 长 的 正 向 重复 上 序列 ( 见 图 10 - 26)。 
整合 的 DNA Wi fles dk ^» 2 个 碱 基 对 是 整合 机 制作 用 的 结果 { 见 图 10- 27)。 像 其 他 DNA 
又 合 酶 一 样 , 反 转 关 酶 也 需要 : -个 引物 。 大 然 的 引物 为 tRNA ,在 病毒 颗粒 中 存在 -- 个 宿 
主 提供 的 tRNA。tRNA 3 端的 一 个 18 个 碱 基 序列 可 与 病毒 RNA Zo T BE 538 100 一 
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200 个 碱 基 的 序列 配对 。 这 个 
tRNA 也 可 以 与 其 它 病 毒 RNA 的 
S^ 端 附近 的 另 一 位 点 相配 对 ,因此 
有 助 于 病毒 RNA IBI EK UE s 
成 。 LTR{250~1400bp) 

这 就 产生 一 个 难题 , 反 和 转录 酶 NA 
只 能 在 距 5' 端 的 下 游 100 ~ 200 BR Ti T DNA RE xs prr a: 
基 处 开始 DNA 的 合成 ,如 何 合成 4-6bp S DNA WIA SIFAI 
可 代表 完整 RNA 基因 组 的 DNA? . ; " 

4H uH S kh pup o ul On 
—^ 88 3f 2 " 38 BE AE fi ££ DNA" (SVE GE EE AUN 4e DNA. 的 原 病 毒 的 结构 。 
(strong stop minus strand DNA) 的 
短 DNA 序列 。 在 体内 没有 发 现 此 种 分 子 ,这 是 因为 反应 按 图 10 - 26 所 示 而 继续 进行 。 
友 转 汇 酶 转换 了 模板 ,携带 这 一 新 合成 的 DNA 到 一 个 新 的 模板 。 这 是 二 次 模板 间 跳 路 
的 第 -- 次 。 

在 这 一 反应 中 ,RNA 模板 S 端的 R 区 被 反 转录 醇 的 核 粮 核 酸 酶 H 的 活性 所 降解 , 它 
的 去 除 使 3 端的 及 区 可 与 新 台 成 的 DNA 相配 对 。 随后 反 转 录 继 续 进 行 ,经 过 U3 区 而 进 
人 到 RNA 的 主体 。 

和 “ 强 停止 负 链 DNA” 相 配对 的 R 区 可 以 来 自 同 一 RNA 分 子 的 3“ 端 (分 子 内 配对 ) 
或 不 同 RNA 分 子 的 3' 端 (分 子 间 配对 )。 图 中 所 示 为 分 子 间 配对 。 

转换 和 延伸 的 结果 是 在 5 端 加 上 了 一 个 U3 FE, US- R- U3 这 一 段 序列 被 称 敌 
长 末端 重复 (jong terminal repeat, LTR) ,因为 一 个 相似 的 系列 反应 会 在 3 端 加 上 U5 H 
BEHARR US - R- U3 tt, 

我 们 现在 需要 合成 正 链 DNA 和 另 一 市 的 LTR。 反 转录 酶 开始 从 原来 的 RNA 分 子 
经 降解 所 剩 的 一 个 片段 来 合成 正 链 DNA. 当 酶 到 达 模 板 的 末端 时 则 产生 - -个 * 强 停止 正 
链 DNA" (strong stop plus strand DNA) ,这 一 DNA 片段 随后 转移 到 负 链 的 另 一 端 。 它 的 
释放 大 概 是 由 于 从 更 上 游 的 (图 的 左 仿 ) 引 物 开始 的 另 一 辊 DNA 合成 发 生 后 上 所 产生 的 置 
换 反 应 。 它 利用 R 区 与 3 端的 负 链 DNA 相配 对 。 这 一 双 链 DNA 随后 需要 在 两 条 链 完 
È DNA 合成 ,产生 一 个 两 侧 为 LTR 的 DNA 双 螺 旋 。 

因为 在 每 一 个 反 转 录 病 毒 颗粒 中 存在 两 个 RNA 基因 组 ,因此 在 病毒 前 再 生 循环 中 
有 可 能 发 生 重组 。 这 有 可 能 发 生 在 两 个 过 程 中 ,一 个 是 负 链 合成 过 程 中 , 另 一 个 是 正 链 合 
成 过 程 中 。 图 10 -26 所 示 的 分 子 间 配 对 可 使 两 个 接连 的 RNA 模板 的 序列 发 生 重组 。 正 
RE DNA 的 合成 可 能 是 不 连续 的 ,反应 可 包括 几 个 内 部 引发 过 程 。 在 反应 过 程 中 也 可 以 
发 生 链 的 迁移 。 

这 两 种 事件 的 共同 特征 为 重组 是 DNA 合 成 过 程 中 模板 交换 的 结果 。 这 是 一 种 被 称 
为 拷贝 选择 (copy choice) 的 重组 的 一 个 普通 例子 ,有 许多 年 这 种 重组 被 认为 是 一 般 的 重 
组 的 一 种 可 能 机 制 。 细胞 系统 利用 此 机 制 是 不 大 可 能 的 ,但 它 却 是 RNA 病毒 感染 中 重 
组 的 一 个 共同 的 基础 ,包括 那些 完全 通过 RNA 撕 式 进行 复制 的 病毒 ,例如 稍 散 灰质 炎 病 
毒 。 
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Ki 10-26 ££ NE DNA 的 合成 
(0) SORTE iE SE RNA; (2)tRNA 引物 与 反 转 录 病 毒 RNA 结合 位 点 退火 , 反 转 录 酶 开始 合成 从 和 链 DNA, BLUE 
BUR EDEN MEBANE DNALODRNase 日 活性 降解 RNA EB SCRI IC (A) 8E DNA R 区 同 男 一 个 反 转 
RHE RNA 的 3 端 配 对 (完成 第 WR): (SARRAR OR DNA: CORNA 引物 被 去 除 ;(7]RNA 被 降解 、 
留 下 的 片段 作为 DNA 合成 的 引物 , 强 停 止 正 链 DNA 被 合成 ;(8) 正 链 DNA SERE SI dE DNA 的 里 AERC 
BALKAR KATE DNA (5 8 iR LCLoY SE REA DNA 的 合成 。 
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整合 后 的 原 病 毒 的 结构 形式 类 似 于 线性 DNA, 在 其 两 侧 为 相同 的 LTR 序列 。 在 US 
的 3 末端 有 -- 个 短 的 并 相对 于 U3 的 $ 末端 的 反 向 重复 的 序列 ,因此 LTR 终止 于 短 的 反 
向 重复 序列 。 整 合 的 原 病毒 DNA 像 转 座 子 一 样 : 原 病毒 序列 终止 于 反 向 重复 序列 ,并 且 
其 两 侧 为 靶 DNA 的 短 的 正 向 重复 序列 。 


3. 病毒 线性 DNA 整合 到 宿主 细胞 基因 组 


原 病毒 是 由 线性 DNA. 直接 持 人 到 技 位 点 而 产生 的 (除了 线性 DNA, 病毒 序列 还 以 环形 
存在 。 一 种 由 于 线性 未 端的 连接 而 舍 两 个 相 邻 的 LTR 序列 。 另 一 种 内侍 一 个 LTR 序列 ， 
这 大 概 是 由 于 重组 而 形成 的 并 且 实 际 上 是 环形 形式 的 主体 )。 虽 然 有 很 长 时 间 中 间 体 看 起 
来 像 是 环形 的 (和 XDNA 的 整合 相 类 似 ) ,我 们 现在 知道 线性 形式 是 用 来 进行 整合 的 。 

线性 DNA 在 体外 的 整合 已 被 鉴定 ， ,| E 
此 过 程 可 被 单一 病毒 产物 整合 酶 所 催化 。 了 
整合 酶 可 作用 于 反 转 录 病 毒 线性 DNA 和 yga 
靶 DNA。 反 应 过 程 如 图 10 -27 所 东 ,。 病 FONA EDNA 
8 DNA 的 末端 是 很 重要 的 ,正如 转 座 子 日 +t za 
一 样 , 在 未 端的 突变 会 阻止 整合 。 其 最 保 3 l 
守 的 特征 是 在 接近 每 一 个 反 向 重复 序列 Y 
Kad EZSE—TL—-EkEBEDmET 名 fS 
(CA), € A4 8 5 DNA 形成 一 个 核糖 核 
HARAM, ATE DNA 的 两 个 来 端 带 
到 一 起 ,并 且 除去 保守 的 CA zc PPS UR :Hz 
E ETARLAR ER SEM m 

i 


atia, 


个 3 末端 失去 两 个 碱 基 。 
地 位 点 的 选择 相对 于 序列 来 说 是 随 l 

ER. MASRERHLAGET I HGLU]EI, Dy 

在 图 10 - 27 的 例子 中 , 切 点 被 4 个 碱 基 nd 

对 所 分 离 。 氢 位 点 重复 序列 的 长 度 与 病 图 10-27 病毒 线 型 DNA 被 整合 到 基因 组 


病毒 线形 DNA TEA RHFET f CDU CAR UN AE ER 
n ps 
毒 的 种 类 有 关 , 它 可 能 是 4.5 或 6 个 碱 基 pr 在 整合 中 ,每 个 LTR 失 去 2 个 bp。(1) 在 LTR 的 3 


对 。 它 大 既是 由 整合 酶 与 DNA 反应 的 几 端 ,在 整合 酶 的 作用 下 ,产生 2 个 磊 基 的 恭 性 末端 。 整 合 栈 
何 特征 所 决定 的 。 EE DNA 产生 交错 的 末端 。(2) 整 台 酶 连接 LTR 的 3' 末 

对 孝 位 点 的 切割 所 产生 的 5 未 端 与 TEDAR SOROR. AA ERE 
病毒 DNA 的 3 端 发 生 共 价 连 接 。 在 此 点 上 病毒 DNA 的 两 个 末端 第 通过 一 条 链 与 靶 
DNA 相连 。 单 链 区 被 宿主 的 酶 所 修复 ,在 这 一 反应 的 进程 中 ,病毒 DNA 5' 示 端的 两 个 突 
出 的 碱 基 补 去除。 结果 经 整合 的 病毒 DNA 的 两 侧 LTR 篆 失 去 两 个 碱 基 。 这 相当 于 5 
末端 堪 仙 的 U3 区 间 和 3' 末 端 右 侧 的 US 区 各 失去 两 个 碱 基 。 在 整合 后 的 反 转 录 病 毒 
DNA 的 两 便 的 每 个 末端 存在 靶 DNA 特征 性 的 短 的 正 向 重复 序列 。 

病毒 DNA 在 随意 选择 的 位 点 整合 到 宿主 基因 组 中 。 一 个 被 成 功 感 染 的 细胞 可 获得 
E~ 10 个 原 病毒 拷 幢 (当然 ,感染 性 病毒 进入 的 是 细胞 质 ,但 是 它 的 DNA 形式 却 整 合 到 细 
胞 核 的 基因 组 中 。 反 转录 病毒 只 能 在 增殖 的 细胞 中 复制 ,这 是 因为 进入 细胞 核 需 费 细 胞 


(3050 ， 


Pe GUB tE 2r USER? ,这 时 病毒 基因 组 能 够 接近 核 物 质 )、 

A -个 LTR 的 L3 区 会 有 -个 启动 子 。 左 仙 LTR A ASTHA EIS EE 
T. 如 前 所 述 ,形成 原 病 毒 DNA 时 需要 把 US 序列 加 人 到 左 仙 LTR。 因 此 我 们 可 知 启 动 
子 是 由 RNA RAER RRE DNA 的 过 程 中 产生 的 。 

Tii CA BERI AP 80) i LTR 的 启动 子 负 责 与 整合 点 相 毗 邻 的 宿主 序列 的 转录 。 
LTR 问 时 携带 一 个 增强 子 , 它 可 以 作用 于 细胞 和 病毒 序列 。 .个 反 转 录 病 毒 的 整合 有 可 
能 使 某 些 种 类 的 基因 被 激活 ,从 而 使 宿主 细胞 转变 成 肿瘤 细胞 。 

被 整合 的 原 病 毒 可 以 从 基因 组 中 被 切 掉 吗 ”在 原 病 毒 的 LTR 序列 之 问 可 发 生 同 源 
性 重组 ,在 - 些 细 胞 基因 组 中 存在 下 能 是 切割 反应 所 遗留 的 单独 的 LTR 序列 。 

到 目前 为 止 已 经 过 论 了 反 转 球 病 毒 的 感染 循环 ,说 明了 整合 是 进一步 产生 RNA HE 
见 所 需 的 .但 是 , 当 -个 病毒 DNA 整合 到 生殖 细胞 后 , 它 变 成 此 种 生物 体 的 可 遗传 的 
“内 源 性 原 病毒 ”内 源 性 原 病毒 通常 是 不 被 表达 的 ,但 有 时 它们 会 被 外 部 事件 所 激活 , 例 
如 男 -- 种 病毒 的 感染 。 


4. RR mE I EA] 


TEETE RIIAI- -个 有 趣 的 方面 为 “ 转 T (transducing virus) 的 产生 ,这 些 变 种 
已 如 图 10 -28 所 示 形 式 歼 得 了 细胞 的 序列 。 病毒 的 部 分 序列 被 von 基因 所 代替 。 系 
白质 合成 产 牛 一 个 Gag-v-Onc 蛋白 ,而 不 是 通常 的 Gag,Pol 和 Env EA. EERIE 
AL i Ds A Creplivation-defective) 。 其 本 身 不 能 维持 一 个 感染 循环 。 但 是 ,如 有 一 个 能 
提供 所 遗失 的 病毒 功能 的 辅助 病毒 (helper virus) 的 伴随 可 使 其 生存 下 去 。One 为 肿瘤 生 
成 (oncogenesis,Onc) 的 缩写 , 意 为 能 够 转化 培养 细胞 使 其 从 通常 的 生长 调控 中 解脱 出 来 
而 进行 无 限制 分 蛮 的 能 力 。 病 毒 和 细胞 的 onc 基因 都 有 可 能 与 产生 种 瘤 细 胞 有 关 。 

v-onc 基因 赋予 病毒 转化 其 种 类 型 宿 寺 细胞 的 能 力 。 在 宿主 基因 组 中 所 发 现 的 同济 

性 序列 被 称 为 c-onc。 EC SEGK fS EE 


T NEEECUEE £D, 70 o 0n orum 
发 性 的 特征 为 c-onc 和 v-onc 基因 结 
4 构 上 的 差异 。 c-onc 基因 通常 为 肉 会 

子 所 限 断 ,并 用 在 细胞 内 低 水 平 表达 
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HH 10-28 复制 缺陷 型 转化 病毒 的 复制 


v-onc 基因 是 连续 的 ,并 且 作 为 病毒 转 
并 单位 的 一 部 分 而 遍 水 平 表 达 。 这 表 
HH v-orc 基因 来 源 于 con 基因 经 前 
接 的 RNA 拷贝 

转化 病毒 (transfoming virus) 的 
形成 机 制 如 下 , 反 转 录 病 毒 整合 到 c- 
onc 基因 附近 。 缺失 过 程 使 原 病 毒 与 


` p META g -个 
HARAR CR IU RED deni S HER, gore O BARR 随后 转录 产生 
的 病毒 区 和 细胞 序 放 的 长 度 对 每 种 病毒 是 不 问 的 。 在 具有 时 小 一端 为 病毒 序列 而 另 - 端 为 onc 序列 


弄 功 能 的 辅助 病毒 的 协助 下 ,缺陷 异 病 毒 可 以 复制 ， HS RNA, NEERI RNA 中 病 


毒 部 分 和 来 自 细胞 部 分 的 内 含 子 。 此 
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RNA 分 子 含有 能 使 其 包装 人 病毒 颗粒 的 适当 信息 。 如 果 此 细胞 中 还 人 请 有 另 一 个 完整 的 
ERREEN , 则 会 产生 病毒 颗粒 。 这 时 一 些 二 倍 体 病毒 颗粒 中 则 有 可 能 含有 个 融 人 台 
RNA 和 一 个 病毒 RNA。 

这 些 序 询 之 间 的 重组 能 够 产生 其 两 侧 骨 为 病毒 重复 序列 的 转化 基因 组 (transforming 
genome)。 在 反 转 录 病 毒 的 感染 循环 中 ,各 种 方式 的 重组 以 高 频率 发 生 。 我 们 不 知 其 对 
底 物 的 同 源 性 有 和 何 要 求 , 但 我 们 假设 病毒 基因 组 与 融合 RNA 的 来 自 细胞 部 分 之 闻 的 非 
同 源 性 的 重组 机 制 和 负责 病毒 重组 的 反应 机 制 相 同 。 

反 转 录 病 毒 类 的 共同 特性 表明 它们 有 可 能 来 源 于 -个 祖先 。 原 始 的 插 人 序列 IS 元 
件 可 能 先 包 娆 一 个 宿主 核酸 聚合 酶 基因 ;其 结果 为 LTR-ypol-LTR 单位 形成 。 它 有 可 能 
通过 获得 更 加 复杂 的 操作 DNA 和 RNA 底 物 的 能 力 (包括 揪 人 其 产物 负责 包装 RNA 的 
基因 ) 而 进化 成 感染 性 病毒 。 其 他 的 功能 ,例如 转化 基因 (transfonmmig gene), 可 能 在 较 后 
期 被 挫 人 (获取 细胞 功能 的 机 制 不 是 onc 基因 所 特有 的 ,但 是 携带 这 些 基因 有 可 能 提供 一 
个 选择 性 优势 ,因为 它 可 刺激 细胞 生长 )。 


三 、 反 转 座 子 的 分 类 


反 转 录 病 毒 为 反 转 座 子 的 范例 ,它们 的 转 座 能 力 是 由 于 其 编码 反 转 录 酶 和 /或 整合 
酶 。 反 转 座 子 与 反 转 录 病毒 的 差别 在 于 其 不 经 过 一 个 独立 的 具 感 染 性 的 形式 ,但 其 转 座 
的 机 制 相 类 似 。 这 一 类 被 称 为 病毒 类 超 家 族 (viral superfamily), 

男 一 类 上 反 转 座 子 的 内 部 的 和 外 部 的 特性 表明 它们 来 源 于 RNA 序列 ,虽然 在 这 种 情 
况 下 我 们 只 能 推测 DNA 的 拷贝 是 如 何 产生 的 。 我 们 假定 它们 是 由 别 的 位 置 所 编码 的 负 
责 转 座 的 酶 系统 的 底 物 。 它们 来 源 于 细胞 内 的 转录 物 。 它们 并 不 编码 具有 转 座 功 能 的 蛋 
白质 ,这 一 类 被 称 为 非 病 毒 类 超 家 族 (nonviral superfamily), 

哺乳 动物 的 基因 组 含 大 量 的 相对 来 说 较 短 的 后 此 相关 的 序列 (包括 中 等 程度 的 重复 
性 DNA 序列 )。 反 转 座 子 是 其 中 一 个 主要 的 组 成 部 分 ,这 种 元 件 的 绝 大 部 分 属于 两 个 家 
族 ,它们 最 初 被 鉴别 为 散在 分 布 的 重复 序列 ;每 一 家 族 篆 包含 在 基因 组 中 散在 分 布 的 许多 
成 员 , LINE (long interspersed repeated sequences) 包含 散在 分 布 的 长 重复 序列 , SINF 
《short interspersed repeated sequences) 包 含 散 在 分 布 的 每 重复 序列 。 男 一 个 重要 的 区 别 
也 许 在 于 LINE 来 源 于 RNA REG TI 的 转录 物 , 而 SINE 来 源 于 RNA 聚合 酶 HII 的 转 
录 物 。 


(—) 病毒 类 反 转 座 子 
1. 酵母 Ty 元 件 


Ty 元 件 为 一 族 在 不 同 酵母 株 的 不 同位 点 上 散在 分 布 的 DNA 重复 序列 。Ty 是 酵母 
转 座 子 (transposon yeast,Ty) 的 缩写 。 一 个 转产 事件 产生 一 个 特殊 痕迹 :在 被 插 人 的 Ty 
zu tt Ps Bldg DNA 各 有 5 个 碱 基 对 长 的 重复 序列 。 Ty 转 座 子 的 转 座 频 率 要 比 细菌 转 座 子 
的 低 , 大 约 1077 — 1078, 
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表 10-1 反 转 座 子 可 分 为 病毒 和 非 病毒 两 类 超 家 族 


H x 类 E f A 类 
-ARRI Bg dx SINE HZ Alu (lig 38 ) 
TyCREBE) AX ES LOT 的 转录 物 
copia (RE ) Shu LOS EL REFA 
LINE L1 (Mj 3,35) 
AM EA M IESU Jexok ky 9g 
38 DNA 重复 序列 4-6 bp 7-21 bp 
可 读本 ELEC MPRI ZA REOR 元 (或 不 编码 转 座 了 产物 】 
组 织 结构 可 能 省 内 会 子 EWA F 


CIE EIS SH. mRNA 中 被 删除 ) 


在 每 个 Ty 元 件 之 间 存 在 相当 的 

P 尖 异 性 。 大 六 数 元 件 属于 称 为 Ty] 和 

57kb RNA Ty 917 Ao EER mA 10-29 

所 示 ,它们 含有 相同 的 - 般 组 织 结构 ， 

每 一 结构 单位 长 6.3 khb, 在 每 一 末端 

TSA HEEL ARRA 809 330 bp 正 向 重复 序列 。 

wu 每 一 类 型 中 的 每 个 Ty 元 件 医 与 此 类 

的 原型 结构 有 很 多 差异 ,这 包括 碱 基 

DABRAL 一 一 对 的 取代 ,插入 和 缺失 。 在 一 个 典型 

A 、,，，、 的 上 母 基因 组 中 存在 大 约 30 个 Tyl 

| 类 的 拷贝 和 大 约 6 个 Ty 917 类 的 找 

图 10" 29 Ty ífbRIZS EURO ER IL , 除 此 之 外 ,还 含有 大 约 100 个 独立 

Ty 元 件 本 端 为 短 的 正 向 重复 序 刘 并 扫 转 了 成 重要 的 RNA E 的 8 结构 (被 称 为 8 序 州 ,solo 55), S 

们 有 两 个 可 读 话 并 当 友 转 了 录音 辫 的 gag 和 pol EDT XX. 然 在 一 个 Ty 元 件 两 删 的 重复 序列 很 

可 能 是 相同 的 或 至 少 是 非常 相近 的 ,序列 也 显示 出 相当 的 结构 过 样 性 。 和 Ty 元 件 相 连 

的 8 序列 比 独立 的 序列 显示 出 更 高 的 保守 性 ,这 表明 在 转 座 过 程 中 涉及 对 其 重复 序列 
的 识别 。 

Ty 元 件 被 转录 成 两 种 poly(A)+ RNA 序列 ,其 组 成 可 占 单 倍 体 酵 母 细胞 总 mRNA 
的 5% 以上。 它们 部 是 起 始 于 左 侧 8 结构 的 启动 子 。- 一 个 终止 于 Sbh 之 后 处 , 另 一 个 终 
止 于 5.7 kb 之 后 处 (位 于 右 侧 的 冲 序列 内 )。 

Ty 元 件 的 序列 含有 两 个 可 读 框 ,表达 的 方向 相同 ,但 不 在 同 -- 阶 段 阅读 并 且 含 13 个 
氨基 酸 残 基 的 重 登 。TyA 的 订 列 编码 -种 DNA 结合 蛋白 :TyB 包含 与 反 转录 病毒 的 反 
转录 酶 ,蛋白酶 和 整合 酶 序列 同 流 的 序列 。 

TvA 和 TyB 的 结构 与 功能 与 反 转 录 病 毒 的 gag 和 por 相似 。 TyA 各 TyB 的 可 读 框 
以 两 种 方式 表达 。Tya 蛋白 代表 TyA 可 读 杠 ,并且 在 其 末端 终止 。 但 是 ,TyB TRER 
只 以 连接 鼻 白 的 一 部 分 被 表达 , 作 这 里 TyA 和 TyB 区 被 一 个 特殊 的 框架 迁移 所 连 搓 ,这 
使 终止 码 被 鱼 过 (与 反 转 录 病 毒 的 gag-pol 翻译 相似 )。 
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Ty 元 件 提供 了 可 迁移 的 同 源 性 序列 区 ,这些 区 域 可 成 为 由 宿主 细胞 所 控制 的 闫 源 性 
重组 的 目标 。 这 - :过程 的 通常 倾向 是 对 染色 体 的 损人 履 , 它 可 以 造成 序列 的 缺失 ,或 倒 位 
( 道 过 一 个 染色 体 上 的 两 个 Ty 元件 间 的 重组 ), 或 当 重 组 发 生 在 两 个 位 于 不 辐 染色 体 上 
的 Ty 元件 时 ,造成 更 显著 的 变化 。 


Ty 元 件 间 重组 的 发 生 似 乎 是 爆发 式 的 。 " 
当 一 个 重组 事件 被 检测 到 后 ,发 更 别 的 重组 二 二 一 一 一 一 一 一 
的 可 能 性 增加 。 位 于 不 同位 点 的 Ty 元 件 可 RAF 
发 生 基 因 转换 ,其 结果 是 一 个 结构 序列 被 另 4 ua 
- -全 所 最 代 。 


正 向 重复 序列 8 序列 之 问 的 同 源 性 重组 ARAANNARARÉ: 
可 以 使 Ty 元 件 单位 被 去 除 。 大 量 独立 8 序 

列 的 存在 有 可 能 是 此 种 事件 留 下 的 痕迹 。 由 4 ** 
LA Ty 元 件 而 产生 的 突变 有 可 能 通过 此 
种 方式 而 使 序列 恢复 原状 ;恢复 的 水 平 则 取 


决 于 所 留 下 的 8 序列 的 精确 结构 。 n. diis 
值得 注意 之 处 在 于 两 个 8 结构 的 序列 相 一 

同 ,但 是 在 一 端的 8 序列 有 一 个 活性 的 启动 anm 

子 , 而 另 一 端 则 含 一 个 终止 密码 ( 别 的 可 转 座 -时 € 


的 结构 ,包括 反 转 录 病 毒 , 含 有 相似 的 结构 特 
征 )。 

Ty 下 件 蚌 典型 的 反 转 座 子 ,其 转 座 需 通 me A 
过 RNA 中 间 体 。 图 10-30 所 示 为 一 个 本 名 一 个 页 乏 内 含 子 的 拷贝 , 找 贝 具有 同 裕 的 末 庙 电 复 库 
的 检测 方法 。 在 一 个 Ty 元 件 中 揪 人 一 个 内 列 , 产 生 于 原来 的 Ty 元件 的 山 末 端 。 转 座 的 频率 与 控 
会 子 使 其 成 为 一 个 独特 的 结构 ,这 一 序列 被 WEGE EET X, 

置 于 质粒 中 ,并 且 使 其 受 GAL Bm peg 
制 ,然后 质粒 被 引 人 说 母 细 胸中。 转 座 的 结果 为 在 酵母 基因 组 中 出 现 此 转 庚 子 的 许多 拷 
WR ,但 它们 皆 不 含 内 含 子 。 

我 们 知道 只 有 一 种 去 除 内 含 子 的 方法 .RNA 前 接 。 这 表明 其 转 座 与 反 转录 病毒 的 转 
座机 制 是 相亲 的。Ty 元 件 先 被 转录 成 RNA ,然后 由 剪接 系统 所 识别 。 被 前 接 的 RNA 为 
反 转 录 醇 所 识别 并 产生 双 螺 旋 DNA 1 Dl 

与 尽 转录 病毒 还 有 更 进 -- 步 的 相似 性 ,初始 的 Ty 元 件 中 的 两 个 3 序列 存在 差异 
性 。 但 是 转 座 后 的 结构 含 相 辣 的 8 序列 RRETA SS EA. MERKE S FA 
和 LTR--FES 3 U3- R- U5 IX, Ty RNA 为 从 一 端的 及 区 延展 到 另 一 端的 及 区 ,如 图 
10-24— 81 10-26 反 转录 病毒 所 示 的 那样 ,完整 的 LTR 由 把 US 加 到 3’ 端 ,U3 加 到 5 
端的 操作 所 形成 。 

转 座 是 由 位 于 Ty 元 件 中 的 基因 所 控制 。 用 来 控制 被 标识 的 Ty 元 件 转录 的 GAL 启 
动 子 是 可 被 话 导 的 , 它 可 由 加 入 半 和 乳糖 而 启动 。 局 动 子 的 诱导 有 两 种 效果 , 它 是 激活 被 标 
识 的 元 件 转 座 所 需要 的 ,并 且 它 的 激活 会 增加 酵母 染色 体 Ty THR ENE, RAS 
Ty 元 件 的 产物 可 以 反 式 作用 于 其 他 的 元 件 。 
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虽然 Ty 雹 件 并 不 产生 感染 性 颗粒 ,但 病毒 样 颗 粒 (virus-like particle, VLP E C £e S 
学 转 座 的 细胞 内 堆积 ,这 些 颗粒 包含 全 长 RNA UE DNA, 反 转录 酶 活性 和 具有 整合 酶 
活性 的 TyB 产物 .TyA 的 产物 , 像 guag 的 前 体 一 样 被 切割 产生 VLP 的 成 熟 的 核心 蛋白 。 
这 使 Ty 转 座 子 和 上 反 转 录 病 毒 的 类 似 性 更 进 了 : 步 。 简 而 言 之 ,Ty 元 件 表 现 得 就 像 反 转 
RAWEKE eno 基因 而 因此 不 能 怡 当地 包装 它 的 基因 组 一 样 。 

在 所 有 醇 母 基 央 组 中 ,只 有 一 些 Ty 元件 具有 活性 , 钦 大 多 数 则 失去 了 转产 的 能 力 
‘相似 于 情 性 的 内 源 性 原 病毒 )。 但 是 ,因为 这 些 “ 死 亡 ”的 元 件 会 5 重复 序列 ,在 活性 Ty 
zc idt £r E SE ELE FRE FUE RHET SERE EIC, 


2. 果 蝇 可 转 座 的 元 件 


在 果 蝇 中 存在 可 转 座 的 元 件 的 推断 ,来 源 于 与 大 肠 李 菌 插 人 序列 相似 的 实验 观察 。 
研究 发 现 不 稳定 的 突变 可 以 通过 缺失 而 转化 成 野生 型 ,如 图 10 - 31 所 示 , 它 们 是 由 儿 类 
可 转 座 的 序列 所 组 成 的 ,其 中 包括 copia 反 转 座 子 ,FB 家 族 和 P 元 件 。 


正 向 重复 序列 被 充分 定性 的 反 转 座 子 家 族 是 
一 一 类 被 称 为 copia 的 反 转 座 子 。 它 
MP 146 bp 的 名 称 表明 编码 高 丰 度 mRNA 的 


大 量 的 密切 相关 联 序列 的 存在 。 
copia 元 忻 的 拷贝 数 取 决 于 果 蝇 品 
系 的 类 型 ,通常 为 20 一 60 个 。 此 类 
EE 元 件 散 在 分 布 。 8 — d X RS 
copia 元 件 的 分 布 谱 虽 然 有 重 琶 ,但 
并 不 完全 相同 。 

RN 这 些 差 别 是 通过 进化 累积 而 形 
300A 成 的 。 对 近 40 年 左右 在 实验 室 中 


20-60 P Ut 


500-5000 bp 


由 于 繁殖 而 产生 的 分 化 品系 间 的 比 
hi 2 HOA 较 几 乎 没有 显示 什么 变化 。 我 们 不 


Ps NS 能 估计 变化 的 速率 ,但 培养 的 细胞 
2900 bp 的 变化 结果 则 显示 了 这 种 过 程 的 特 
DC ti 
人 入 或 -50 个 拷贝 数 可 发 生 显著 增加 ,可 达 2 一 3 ff 
图 10- 31 果 晶 二 种 不 同类 型 的 转 座 元 件 增加 的 元 件 表明 在 新 的 位 点 有 
copia 的 插入 。 培 养 器 中 茶 种 未 知 
因素 的 变化 可 以 在 短 时 间 内 使 转 座 的 发 生 率 提高 到 每 代 10? —10^^, copia 元 件 天 约 
3000 bp 长 ,其 两 侧 为 276 bp 的 完全 一 样 的 正 向 重复 序列 ,每 一 个 正 向 重复 序列 的 商 侧 为 
相关 的 反 向 重复 序列 。 在 插 人 位 点 会 产生 先 DNA 的 5 bp 长 正 向 重复 序列 。copia 家 族 
的 各 成 员 之 间 只 有 很 小 的 趋 异 性 (divergence) ,通常 小 于 5 和 %。 差 异 通常 包 会 少量 的 缺失 。 
所 有 这 些 特性 都 是 其 他 copia 样 家 族 所 共有 的 ,虽然 它们 各 成 员 之 间 显 示 出 更 高 的 敬 异 
性 。 

每 个 copia 元 件 两 侧 的 正 向 重复 序列 完全 相同 ,表明 它们 之 癌 的 相互 作用 多 许 修正 
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B ERO EE ^E ,或 者 在 转 座 过 程 中 它们 此 产生 于 先 代 的 正 向 重复 序列 之 一 。Ty 元 件 的 情况 
与 其 相 类 似 ,这 对 阔 明 同 反 转录 病毒 之 间 的 关系 是 很 有 启发 的 。 

在 基因 组 中 copia 元 件 总 是 完整 的 。 尚 未 检测 到 单独 存在 的 末端 重复 序列 。copia 
元 件 有 了 时 以 游离 的 环 型 DNA 的 形式 存在 。 与 反 转 录 病 毒 环形 DNA 相 类 似 , 较 长 的 一 种 
含 两 个 末端 重复 序列 , 较 短 的 一 种 只 有 一 个 。 曾 经 发 现 含 copia RNA 的 颗粒 。 

copia 序列 会 一 个 4227 bp 长 的 单 - -可 读 杠 。copia 可 读 框 的 某 些 部 分 与 反 转 录 病 毒 
的 gag 和 pol. 序 询 具 有 同 源 性 。 一 个 值得 注意 的 特性 为 copia. 序列 与 负责 反 转 录 病 毒 包 
膜 的 反 转录 病毒 enw 序列 不 具 同 源 性 ,这 表明 copia 很 可 能 不 能 产生 与 病毒 相 类 似 的 颗 
BLAST. 

copia 转录 的 产物 以 大 量 poly(A)" mRNA 的 形式 存在 ,其 含有 全 长 的 或 部 分 的 转录 
物 。 这 些 mRNA 会 有 共同 的 5 末端 ,这 是 因为 转录 引发 于 一 个 末端 重复 序列 的 中 部 。 几 
种 蛋白 质 由 此 而 产生 ,它们 大 概 与 RNA 的 剪接 和 多 聚 蛋 白质 的 部 接 过 程 有 关 。 

虽然 我 们 缺乏 有 关 copia 转 座 方式 的 直接 证 据 。 但 由 于 其 与 反 转 录 病 毒 的 组 织 结构 
具有 如 此 多 的 相似 性 ,我 们 会 得 出 如 下 结论 : copia 的 起 源 肯 定 与 反 转 录 病 毒 相关 。 很 难 
说 copia 具有 多 少 反 转录 病毒 的 功能 。 当然 ,我 们 知道 它 可 以 转 座 ,但 和 Ty 元 件 类 似 , 没 
有 证 据 表明 它 具 有 任何 传染 的 能 力 。 

在 果 蝇 中 会 另 一 族 被 称 为 FB (fold back,FB) 的 反 转 座 子 ,其 成 员 含 不 同 长 度 的 反 向 
末端 重复 序列 。 一 些 FB 元 件 仅 含有 并 排 的 反 向 重复 序列 , 另 一 些 则 在 反 向 重复 序列 之 
语 含 一 个 非 重 复 性 的 DNA 区 。 

尽管 长 度 不 同 ,FB 族 所 有 成 员 的 反 向 重复 序列 沸 具 同 源 性 。 其 结构 解释 了 这 一 特 
性 : 反 向 重复 序列 包含 串联 式 的 简单 序列 DNA 拷贝， 锌 较 长 的 更 具 趋 异性 的 序列 所 分 
Wo 从 末端 进入 到 元 件 内 部 ,简单 序列 的 长 度 增加 ,开始 其 长 度 为 10 bp, 随后 扩展 到 
20 bp ,最终 扩展 到 31 bpo FB 元 件 两 出 的 两 个 反 向 重复 序列 并 不 相同 。 

FB 元 件 末 端的 结构 产生 了 一 个 问题 。 我 们 不 知道 是 什么 赋予 了 了 它 转 座 的 能 力 。 有 
时 两 个 不 完全 相同 的 FB 元 件 很 显然 以 协同 方式 使 介 于 其 间 的 一 大 段 DNA 片段 发 生 转 
座 , 其 方式 大 概 与 复合 型 细菌 转 座 子 相似 。( 虽 然 介 于 FB 元 件 间 的 DNA 片段 可 以 长 许 
多 ,可 达 200 kb)。 有 可 能 任何 两 边 具 有 FB 末端 的 DNA 序列 , 皆 可 作为 这 种 结构 单 


位 。 
3. KIEF RNA 聚合 酶 开 转 录 产 物 的 反 转 座 子 


哺乳 动物 基因 组 包 会 20 一 50 000 个 被 称 为 了 的 LINE 序列 。 其 典型 的 -一 员 约 
6 300 bp 长 ,未 端 富 合 腺 喇叭 核 酸 ,并 且 有 可 能 存在 可 读 框 。 一 个 被 测序 的 元 件 会 两 个 
A l4 bp 重要 的 各 长 1137 bp 和 3900 bp 的 可 读 框 。 可 以 发 现 转录 物 的 存在 。 由 于 重复 
性 DNA 的 存在 , LINE 家 族 各 成 员 之 间 存 在 差异 性 。 但 和 种 间 的 差异 性 相 比 较 , 同 -种 
内 的 各 成 员 之 间 显 示 相 对 较 高 的 同 源 性 。 

图 10- 32 对 病毒 类 超 家 族 的 各 成 员 与 反 转 录 病毒 进行 了 比较 。 我 们 知道 一 个 员 有 
WEM Ty 元 件 编码 转 座 功 能 。 我 们 也 许可 以 推断 在 果 蜗 基因 组 的 copia 序列 之 中 一. 定 
含有 一 些 活 性 元 件 来 编码 转 座 功 能 。 

LINE 最 初 被 划 为 非 病毒 一 类 。 但 序列 分 析 显示 L1 的 可 读 框 与 反 转 录 酶 具有 同 源 
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hE 这 表明 LI 有 可 能 来 源 于 一 个 编 
^ 码 自身 转 座 的 可 移动 基因 ,因此 可 以 
把 它 当 作 病 毒 类 超 家 族 的 一 部 .但 我 
们 尚 不 知道 LINE 元 件 是 否 编码 功能 
性 有 蛋白 或 只 是 由 十 其 起 源 的 结果 而 与 
及 转 座 子 保持 同 源 性 。 
LINE 元 件 和 … 些 其 他 的 元 件 , 并 
不 像 典 型 的 反 转 录 病 毒 那样 以 ITR 
为 未 端 结 构 。 这 就 产生 -- 个 问题 :, 反 
转 浇 是 如 何 引 发 的 ?因为 它 不 包 作 引 
aiii 9) tRNA 与 LTR 的 配对 上 典型 反应 
图 10 32 病毒 类 家 族 反 转 座 子 的 结构 CAR 10- 26)= 存 这 些 元 件 的 可 读 杠 
Si BOIS EIC RE EC RIT COUTE IS EL a iic mik zm gr RUP SE AS cab, SI 
和 蛋白酶 或 整合 酶 区 域 结构 ,但 在 典型 
情况 下 确实 含有 与 反 转 录 病 毒 相 类 似 的 序列 ,并 有 目 其 产物 也 许 还 含有 核酸 内 切 眩 的 活 
图 10-33 显示 这 些 功能 如 和 何 支持 转 座 反 应 。 首 先 由 反 转 座 子 所 编码 的 核酸 内 切 酶 
EE DNA 上 制造 一 个 切口 。 反 转 座 于 的 RNA 产物 与 结 人 台 在 切口 处 的 蛋白 相 缔 合 。 切 
HRH y- OH 末端 用 来 引发 以 RNA 为 模板 的 cDNA 的 合成 ,为 了 打开 另 一 个 DNA 
链 , 需 要 第 一 次 切割 过 程 , 随 后 杂 化 RNAZDNA 链 或 者 在 此 时 ,或 者 在 转化 成 DNA XUM 
旋 之 后 与 切口 的 另 - 奖 相 结合 ， 某 些 可 移动 内 含 子 的 移动 则 采用 与 此 相似 的 机 制 。 
因为 LINE 来 源 于 RNA 3E 4E B 1T 的 转录 物 ,其 基因 组 中 的 序列 必然 是 无 活性 的 。 
它们 缺少 位 于 转录 起 始点 上 上 游 姓 的 启动 子 、 国 为 它们 通常 具有 成 熟 转录 物 的 特性 ,它们 
MERCATI DA BL BS (processed pseudogenes) o 
原则 上 任意 -- 个 RNA EG BS II 的 转 还 物 缘 可 产生 此 种 假 基 因 , 并 且 有 许多 这 种 例 
T.H B A Si dE dl ho Ek SEPA ETÀ 
假 基 内 的 起 始点 相当 于 RNA 的 S RS, EUR DNA 来 源 十 RNA 的 情况 下 ,此 种 情 
BLA RP AI. 儿 个 假 基因 包含 精确 相连 的 外 总 子 序列 ,我 们 知道 没有 什么 机 制 可 以 识别 
BT DNA 中 的 内 含 子 ,这 种 特性 表明 可 能 存在 一 个 RNA 中 间 体 的 阶段 。 假 基因 可 以 终 
止 于 一 小 段 A-T 破 基 对 ,这 右 可 能 来 源 于 RNA 的 poly(a) 末 端 结构 。 在 假 基因 的 两 侧 各 
含 一 小 段 正 向 重复 序列 ,这 有 吕 能 产生 于 和 转 座 相 类似 的 过 程 。 剪接 过 的 假 基因 位 于 与 
它们 假定 的 初始 位 点 不 相关 的 位 点 上 。 
剪接 过 的 假 基因 不 含 任何 可 能 被 用 来 引发 转产 过 程 (或 对 RNA 进行 反 转 录 ) 的 信 
息 。 这 一 过 程 是 否 可 能 是 由 反 转 录 病 毒 所 介 导 的 ? 或 由 一 个 异常 的 细胞 系统 所 完成 的 ? 
也 许 转 座 的 序列 的 末端 与 转 座 子 的 末端 的 相似 性 仅仅 是 偶然 的 。 
转 座 过 程 目前 正在 这 些 基因 组 中 发 生还 是 我 们 所 见 到 的 仅仅 是 二 老 的 系统 所 留 下 的 
痕迹 ? 注意 :为 了 使 转 座 得 以 生存 ,它们 必须 在 性 细胞 中 发 牛 过 ,假设 在 体 细胞 中 也 有 相 
类 似 过 程 发 具 , 但 它们 的 存在 万 超过 一 代 。 


T 


CO 
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(—) 非 病毒 类 反 转 座 子 


最 重要 的 SINE 是 由 属于 单 -家族 的 各 成 员 组 成 。 其 短 的 序列 和 高 度 的 重复 性 使 其 
与 简单 序列 DNA 相 类 似 ,不 同 之 处 在 于 家 族 中 的 每 个 成 
员 在 基因 组 中 散在 分 布 , 而 不 是 局 限于 申 联 息 中 。 与 种 间 “AAAWAMANMAN 
的 差异 性 相 比较 ,一 个 种 内 各 成 员 之 间 辐 样 会 有 显著 的 相 
似 性 。 NV OA 
华人 的 基因 组 中 ,大 部 分 中 等 程度 重复 性 DNA 序列 l 
约 为 300 bp 长 的 DNA 序列 ,散在 地 分 布 于 非 重复 序列 之 
e 至少 一 半 的 双 螺 旋 DNA BLUES FEAR DIRE Alul 在 ` 
位 于 序列 170bp 的 单一 位 点 处 切断 。 con AN 
被 切断 的 序列 皆 属 于 同一 家 族 的 成 员 ,这 一 家 族 由 于 行 DNA 全 成 “~ RNA 为 模板 
鉴定 的 方式 而 被 称 为 A 家 族 。 在 单 倍 体 的 基因 组 中 其 
数量 大 约 为 300 000 个 。( 相 当 于 6 kb 长 的 DNA Fe- 
个 此 序列 ) 。 单 一 的 Alu 序列 十 分 广泛 的 散在 分 布 。 相 DEUS 
关 的 序列 家 族 存 在 于 鼠 (被 称 为 BI HE. 50 000 个 成 
BO .中国 仓鼠 (被 称 为 Au 等 同 家 族 ) 和 其 他 一 些 哺乳 动 4 
物 中 。 
Alu 家 族 中 各 成 员 之 间 是 相关 的 但 并 不 完全 -_ 样 。AANMAVAAVAANNAAXAN 
人 类 一 家 族 似乎 来 源 于 130 bp 的 串联 式 复制 ,并 且 有 一 PNA 取代 RNA 
个 31 bp 长 的 不 相关 序列 插入 于 二 诊 体 的 右 一 半 。 这 两 4 
个 重复 序列 有 时 被 称 为 Alu 序列 的 左 一 半 和 右 一 半 。 
Alu 家 族 每 个 成 员 与 原型 序列 的 平均 . 致 性 为 87%。 IPSNM 
的 B1 重复 单位 的 长 度 为 130 bp, 相 当 于 人 的 一 个 单位 二 SATAMAA 
聚 体 中 的 一 个 单 体 。 它 与 人 的 序列 的 同 涯 性 为 70% ~ 图 10-33 非 LTR 元 件 的 反 转 库 
S095 。 (1) A BEBE EH fa BE | S GE NL (2} 以 
Alu 序列 与 TSL RNA 相关 联 ,7SL 为 信号 识别 单位 RNA 为 模板 由 3- OH 合成 cDNAi;f3) 
的 一 个 组 成 部 分 。7SL 与 Alu 序列 的 左 一 半 相对 应 ,并 MAAR aaee, 
且 中 间 合 一 个 插 人 人 序列。 因此 7SL RNA 的 SENI 90 
个 碱 基 与 Alu 的 左 侧 同 源 ,7SL RNA 中 间 的 160 TREH Au BUS Fo] EFE TSL RNA 3 
末端 的 40 PRES Alu 的 右 侧 同 源 。 编 码 7SL RNA 的 基因 被 RNA CS TR TIL 活跃 地 
转录 。 有 可 能 非 活性 的 Alu 序列 产生 于 这 些 基因 (或 其 相关 的 基因 )。 
Alu 家 族 各 成 员 与 转 座 闻 的 相似 性 在 于 其 两 侧 为 短 的 下 向 重复 序列 。 但 是 , 告 惨 的 
是 家 族 中 各 成 员 之 间 的 这 种 重复 序列 的 长 度 并 不 想 同 。 因 为 它们 来 源 于 RNA RAK II 
的 转录 物 ,有 可 能 每 个 成 员 会 有 内 部 的 活性 启动 子 。 
BA Alu 家 族 具有 各 种 各 样 的 性 质 , 它 的 普遍 存在 促使 了 许多 关于 其 功能 的 看 法 的 
提出 .但 月 前 尚 不 能 确定 其 真正 的 作用 。 
Alu 序列 含有 一 个 14 bp 区 域 , 它 与 位 于 乳 多 空 病毒 (papova virus) ,例如 SV40 和 乙 
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旦 肝炎 病毒 复制 起 始点 的 一 段 序列 儿 乎 定 全 一致。 这 就 产生 一 种 可 能 性 :44e 家 族 可 能 
与 真 核 生物 基因 组 的 复制 起 始 谷 点 相关 联 , 员 然 ,APa 家 族 成 员 的 数量 与 此 种 推论 不 一 
S Aire 序列 的 总 数 大 概 旦 预料 的 复制 起 始点 的 十 箭 。 

Tb Alu 家 族 中 的 : 些 成 员 可 以 被 转录 成 独立 的 RNA- 在 中 国 仑 鼠 中 ,Auu 家 族 等 
冲 族 的 一 些 成 员 ( 嚼 然 不 是 全 部 ) 最 示 共 可 以 全 体内 被 转录 。 这 类 转录 单位 被 发 现 位 十 其 
他 转录 单位 的 附近 。 

Alu 家 族 的 成 员 有 可 能 被 包括 于 结构 基本 转录 单位 中 ,例如 其 存在 于 长 的 核 RNA 
中 ， 在 单一 核 分 子 中 多 个 Alu 搁 由 的 存在 可 以 产生 并 级 结构 。 盾 实 上 上 ,Ain 家 族 的 成 员 
以 友 向 重复 序列 的 方式 的 存在 是 在 哺乳 动物 核 RNA 中 ,为 多 数 二 级 结构 的 形成 原因 。 
这 - -类 反 转 座 季 具有 经 RNA 转 座 的 特征 ,因为 它们 都 缺乏 与 反 转 座 有 关 的 基因 ,因此 这 
炎 到 转 座 子 的 返 转 座 可 能 是 普 动 的 ,其 确切 机 制 日 前 还 不 清楚 。 
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第 十 一 章 DNA 的 重 排 和 扩 增 
第 -- 节 d" o6 


在 -个 物种 各 个 成 员 之 问 .基因 组 的 :- 般 结构 是 恒定 的 。 然 而 ,在 某 些 情况 下 ,在 o- 
个 基因组 内 ,- 些 DNA 序列 可 以 被 移动 ,被 修 秘 ,被 扩 增 ,甚至 琶 兴 新 的 序列 通过 实验 
手段 被 引信 细胞 时 ,它们 也 可 以 被 整合 到 基因 组 内 ,， 基 因 组 的 可 变性 允许 我 们 对 基因 组 
进行 改造 。 

在 低 等 真 核 生物 中 ,特异 序列 的 重 排 或 天 失 的 例子 是 很 常 光 的 ,通常 这 些 疏 恋 内 涉及 
到 体 幼 移 ,性 细胞 则 保持 不 变 { 然 而 ,在 有 些 千 物体 的 生 毕 周期 中 ,涉及 到 暮 个 染色 体 或 架 
色 体 组 的 丢失 }。 虽然 免疫 系统 存在 着 特殊 序列 的 大 量 的 重 徘 ,但 在 动物 体内 ,一 个 序列 
I SEE LR TR SES UL) o 

TRUBORUSUECIE Voip eg HER] pn^ URPES HR. 

D 重 排 可 以 产生 在 特殊 情况 下 需要 表达 的 新 基因 ,免疫 坏蛋 白 就 是 一 个 例子 。 

2) 重 排 可 以 改变 基因 的 表达 ,由 表达 以 前 存在 的 某 - -个 基因 转换 为 男 -个 基因 , 它 

提供 了 -个 调节 基因 表达 的 机 制 。 

父母 接合 型 的 转变 和 铁 虫 抗原 的 变异 经 历 相 做 的 途径 ,在 该 过 程 中 ,基因 的 表达 由 对 
DNA 序列 的 操作 所 控制 。 表 异 由 存在 于 一 个 特殊 的 .活性 基因 永 的 基 国 拷贝 所 决定 。 但 
基因 组 也 贮存 有 曾 一 些 不 表达 的 序列 。 沉 默 的 基因 持 贝 只 能 通过 DNA 序列 的 重 排 而 被 
活化 ,在 此 重 排 过 程 中 它 磷 代 了 活性 基因 拷贝 ,这 种 替换 等 同 于 -个 特定 寺 部 位 的 单 向 转 
HE. 

这 种 途径 最 简单 的 例子 见于 酿酒 酵母 CS. cerevisiae )a 单 倍 体 醉 酒 酵母 期 有 两 种 接 
合 型 中 的 任意 .种 ,接合 地 由 存在 于 活性 接合 型 基因 库 处 的 序列 所 决定 。 但 是 ,基因 组 也 
含有 另外 两 个 汽 默 基因 庚 ,一 -个 代表 - -种 接合 型 。 接 合 型 的 转换 是 通过 特定 序列 的 昔 换 
而 实现 的 , 即 出 携带 另 一 种 接合 型 的 沉默 基因 序列 昔 代 活性 基因 的 序列 ， 

非洲 锥 虫 (African trypanosomes), 一 种 单 细胞 寄生 由 fex cf ax TEES e pU m ii 
宿主 的 免疫 反应 ,此 类 变异 是 通过 DNA 重 排 而 实现 的 。 表 面 抗 原 的 类 型 是 由 位 于 一 个 
活性 基因 座 中 的 基因 序列 所 决定 的 。 这 个 序列 是 可 以 改变 的 , 它 可 以 被 许 儿 沉默 基因 中 
的 任意 -… 个 序列 所 替代 。 它 似 乎 是 利用 与 竞 疫 器 官 产 生 多 样 性 相似 的 机 制 来 对 抗 免疫 系 
统 , 即 依赖 于 基因 组 中 DNA 的 重 排 来 改变 表达 序列 。 

吨 一 种 增加 遗传 容量 的 方式 见于 寄生 虫 或 共生 物 与 寄主 之 问 的 相互 作用 ,在 相互 作 
用 中 外 源 性 DNA 由 细菌 引入 到 宿主 细胞 。 其 机 制 类 似 于 组 里 的 接合 外 源 性 DNA 在 
新 的 宿主 细胞 内 的 表达 改变 了 细胞 的 表 型 。 ERRAT UE (Agrobacterium tumefaciens} 
的 例子 中 ,因为 它 在 被 感染 的 植物 细胞 牛 诱导 肿 痛 的 形成 ,因此 其 作用 是 有 害 的 。 
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在 体 细胞 发 育 时 ,基因 组 成 分 相对 比例 的 改变 ,可 使 昆虫 幼虫 的 某 些 基 因 的 拷贝 数 增 
加 。 在 培养 的 哺乳 动物 细胞 中 有 时 有 基因 扩 增 ,因此 ,我 们 能 选择 某 些 基因 拷贝 数 增加 的 
变异 细胞 。 在 基因 组 内 , 扩 增 过 程 产生 的 附加 的 基因 拷贝 可 以 染色 体内 或 染色 体外 的 形 
式 存在 。 

当 外 源 性 DNA 被 引入 到 真 核 细 胞 时 , 它 可 以 染色 体外 的 形式 存在 或 被 整合 到 基因 
组 中 ,染色 体外 形式 或 基因 组 的 形式 之 间 的 关系 是 无 规律 的 ,取决 于 机 会 和 在 某 种 程度 上 
不 能 预料 的 事件 ,而 不 像 细 菌 质 粒 的 游离 型 和 整合 型 那样 有 规律 地 进行 互 换 。 

然而 ,不 管 是 怎样 完成 的 ,该 过 程 可 导致 基因 组 发 生 稳定 的 变化 。 当 DNA 被 注 人 到 
卵细胞 之 后 ,DNA 甚至 可 以 被 整合 到 基因 组 并 作为 一 个 正常 成 分 被 遗传 ,有 时 还 能 维持 
其 功能 。 被 注 人 的 DNA 可 以 进入 性 细胞 和 体 细胞 ,产生 一 个 转基因 动物 。 引 入 特异 的 
并 且 能 以 通 当 的 形式 发 挥 其 功能 的 基因 的 能 力 ,可 能 成 为 治疗 遗传 病 的 一 种 主要 的 医学 
TE. 

与 引信 新 基因 相反 的 手段 是 能 够 干扰 内 源 考 特异 基因 的 能 力 。 一 个 额外 的 DNA 片 
段 可 被 引入 到 -个 基因 内 并 阻止 该 基因 的 表达 ,产生 一 个 充 效 等 位 基因 。 饲养 携带 一 个 
无 效 的 等 位 基因 的 动物 ,能 生育 一 个 没有 该 基因 活性 拷贝 的 纯 合子 动物 。 这 是 研究 一 个 
基因 的 功能 和 重要 性 的 一 种 直接 和 有 效 的 方法 。 

因此 ,大 量 的 DNA. 序列 的 实验 操作 是 通过 权威 性 的 科学 设计 和 成 功 的 实验 手段 商 
达到 的 ,我 们 只 是 刚刚 开始 探讨 细胞 通过 改变 序列 库 对 选择 压力 产生 的 反应 或 细胞 容纳 
额外 的 序列 插入 的 机 理 。 


第 二 节 ”酵母 接合 型 的 转变 1-14] 
一 、 酵 母 的 接合 型 


BE RECS. cerevisiae ) 有 单 倍 体 和 二 倍 体 两 种 形式 ,在 单 悄 体 和 二 倍 体 的 情况 下 都 
能 很 好 的 繁殖 。 各 类 型 之 间 的 转换 可 通过 接合 ( 单 倍 体 孢 子 融 合 产 生 二 售 体 ) 和 孢子 形成 
(二 售 体 威 数 分 裂 产 生 单 倍 体 孢 子 ) 来 实现 。 进行 了 这些 变化 的 能 力 由 该 菌株 的 接合 型 所 决 
定 。 

两 种 接合 型 的 特征 总 结 于 表 11 - 1。 只 有 当 两 个 单 倍 体 具 有 不 同 的 基因 类 型 时 , 接 
合 才 有 可 能 发 生 。 并 且 只 有 当 二 倍 体 是 杂 合子 ,因此 可 产生 重组 体 时 ,才能 产生 孢子 。 

一 个 单 售 体 细胞 的 接合 型 是 由 存在 于 MAT 基因 座 上 的 遗传 信息 所 决定 的 ,在 这 个 
基因 座 上 ,携带 MATa 等 位 基因 的 纳 胞 称 为 a 细胞 ;而 那些 携带 MATa 等 位 基因 的 细胞 
则 被 称 为 细胞 。 相反 类 型 的 细胞 能 进行 接合 ,相同 类 型 的 细胞 不 能 接合 。 相反 接合 型 
的 细胞 的 识别 是 通过 信息 素 (pheromone) 的 分 小 而 实现 的 。 “细胞 分 说 一 种 小 分 子 肽 称 @ 
因子 ,a 细胞 分 说 a 因子 ,a 因子 是 一 个 13 T SERE AS Ka 因子 是 一 个 由 12 个 氨基 酸 构 
成 的 肽 ,该 杖 被 法 尼 基 和 羧 甲 基 修饰 。 这 些 肤 此 以 前 体 肽 的 形式 被 合成 ,前 体 肽 经 剪接 释 
放出 成 熟 的 肽 链 。 

一 种 接合 型 的 细胞 表面 携带 着 相反 类 型 的 信息 家 的 表面 受 体 ， 当 一 个 a 细胞 和 一 个 
“细胞 彼此 相 过 时 ,它们 的 信息 素 彼 此 作用 ,使 细胞 周期 停止 于 Gi 期 并 使 细胞 产生 多 种 
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形态 上 的 变化 。 在 - :种 成 功 的 接 人 台中 ,细胞 周期 停止 ,细胞 和 核发 生 柄 台 , 产 生 一 个 aa 
二 倍 体 细胞 。a ve WERE MATa 和 AMATa 等 位 基因 ,并且 与 单 倍 体 细 胞 相 比 具有 完全 
不 同 的 特征 ( 表 11 -1)。 特 别 是 a a 细胞 能 生成 玖 子 。 图 11 -1 所 示 为 单 倍 体 /一 倍 体 
正常 生活 周 斯。 注意: 只 有 杂 合 子 二 倍 体能 产生 孢子 , 纯 合 子 二 倍 体 (ava Raa) pE 
£M Fo 

表 11-1 RA MATa fn MATa 3n — EUR MATa /MATa 的 比较 


"mH MATa MATa MATa MATa 
— pH a a m 
ETAN + + - 
H TER - 一 十 
HER als a 因子 - 
EIRE HAAF 结合 a 因子 - 


关于 内 苹 接 台 途 径 的 信息 多 是 由 失去 接合 能 力 的 a 和 /或 细胞 罕 变 体 的 特性 而 扒 
断 出 来 的 。 被 鉴定 的 突变 基因 称 为 SJE (sterile, STE), STE2 和 STE3 基因 的 突变 对 
一 个 个 体 的 接合 型 是 特异 的 。 但 其 他 STE 基因 的 突变 使 a 和 a 细胞 均 失 去 接合 能 力 , 这 
种 情况 被 解释 为 对 两 类 细胞 来 说 ,在 因子 与 受 体 相互 作用 之 后 所 经 历 的 过 程 是 一 样 的 。 

接合 是 一 个 对 称 的 过 程 ,该 过 程 asia 
的 开始 是 一 种 类 型 细胞 分 说 的 信息 素 
同 另 --… 种 类 型 细胞 的 表面 受 体 相互 反 
应 。 在 两 种 接合 型 的 反应 途 和 多 中 所 特 
有 的 基因 是 编码 受 体 的 基因 。 任 何 一 
种 因子 和 受 栖 的 相互 作用 ,都 可 引发 
同样 的 反应 途径 。 在 这 种 共同 途径 
中 ,那些 对 某 些 步骤 起 删除 作用 的 窒 
变 , 在 两 种 细胞 中 产生 同样 效应 。 

接合 型 反应 的 起 始 阶 段 总 结 于 图 pod 
11 -2。 其 组 成 成 分 类 似 于 典型 的 受 
体 -G SELBE RR Ae. SER B CI FRE 图 11 -2 R.HTSSRGZANHEG 
& EL (STEZ 是 a 细胞 中 的 a 受 体 ; (RO BTAMAPEEG NE ED VARI EM 
STE3 是 a 细胞 中 的 a 受 体 )。 当 任何 分 离 ,BY 亚 单位 激活 与 之 条 但 联 的 下 一 个 通路 。 
-个 受 体 被 激活 时 , 它 与 同样 的 GE 
白 反 应 。G 和 蛋 自 的 三 聚 体 由 .8 和 了 亚 单 位 组 成 。。 亚 单位 和 一 个 鸟 嘎 叭 核 苷 酸 相 结 合 。 
在 完整 的 G 蛋白 云 聚 体 中 ,a 亚 单位 和 GDP 相连 。 当 信息 素 受 体 被 激活 时 ,GDP 被 GTP 
取代 。 其 结果 为 a 亚 单 位 与 By 二 聚 体 相 分 离 。 G 集 白 亚 单位 的 分 离 使 其 能 激活 与 之 相 
个 联 的 下 一 个 通路 的 蛋白 。 

这 种 通路 最 常见 的 机 制 是 利用 被 激活 的 a 亚 单位 与 靶 蛋 白 反应 。 然 而 ,在 接合 型 的 
道路 上 情况 有 所 不 同 ,在 该 通路 中 gr 二 聚 体 活 化 下 一 步骤 。 现 已 知 G 蛋白 三 聚 体 的 各 
组 成 成 分 。 它 是 通过 鉴定 影响 信息 素 反 应 的 3 个 基因 SCC .STE4 和 STEI8 上 的 突变 
KAW. W Ga 蛋白 的 SCGI 的 灭 活 引起 信息 素 反 应 通路 的 持续 表达 (因为 Ga 不 能 维 
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持 与 GBy 以 火 活 的 三 际 体 的 形式 存在 )。 这 种 突变 是 敏 死 的 ,因为 它 的 影响 能 使 细胞 周 
其 停止， 编码 GR IRFIN] STE4 基因 或 编码 Gy 的 STE18 基因 的 失 活 ,使 接合 反应 终止 ， 
产生 水 育 类 型 (因为 该 道路 的 下 个 阶段 不 能 被 激活 }- 

该 遵 路 随后 的 各 阶段 其 他 的 STE 基因 已 获 得 鉴定 。 它 们 形成 一 个 级 联 反应 (图 11 - 
3), 企 该 反应 中 , 俏 导 由 一 个 阶段 传 到 下 个 阶段 ,最终 激活 接合 所 需要 的 基因。 这 些 基因 
编码 激酶 ,作用 于 级 联 及 应 的 切 始 阶段 ;如 激酶 STELL 和 STET 使 下 - 步 反 应 的 蛋白 磷 
迹 化 于 因此 使 之 活化 。 最 终 转 录 因 下 STE 被 激活 ; 反 过 来 它 又 激活 此 产物 为 接合 所 需 
要 的 基因 (类 似 的 级 瞻 反应 在 高 等 生物 中 也 有 发 现 )。 


Gu 
aj Pa eM r scan 
£i ap 
(STES) . i MM 
aA ZIE CSTE2) ÉD SE L, BH 
a 内 了 学 体 (SIE3) GY CSTE20) (STEH) — (STET) 
[STES] 
vs Tü S CLN3 
075 b Fus3) —— 5 ideis 
ES HRAT far 1 ， 
ys € 8TEI2 17 6 far 1) 8 ORI CLN2 
TERR 
(Fus!) 


图 11-3 信息 案 同 受 体 结合 产后 一 种 信号 沿 级 联 及 应 依次 传递 的 过 程 


HILT STE 基因 还 没有 被 放 到 级 联 反应 中 ， 并 且 所 有 组 成 成 分 的 序列 尚未 确定 。 
有 些 基因 如 Fus3 M Kest 编码 激酶 ,它们 可 能 属 于 级 联 反应 或 存在 于 它 的 支 路 中 。 然 而 ， 
生理 起 清 楚 的 ,信息 素 网 受 体 反应 产生 一 种 信和 号 , 沿 着 级 联 反应 依次 传递 ,最 终 阻 抑 正 党 
细胞 周期 所 需要 的 功能 并 激活 接合 所 需要 的 功能 ， 

级 联 反应 最 终 的 一 些 革 物质 是 这 些 激酶 之 一 的 底 物 。 例如 ,Fus3 激酶 作用 于 CLN3， 
它 是 细胞 周期 进行 所 需要 的 3 种 CUN REEL RR 外 一 些 靶 物质 则 在 基因 表达 水 平 
被 控制 ;例如 , 另 一 种 CLN 蛋白 ,CLN2 EEH farl 作用 的 衣物 质 , 它 的 表达 是 通过 转录 
FN F STEI2 激活 的 。 


二 、 酵母 接 合 型 的 转变 


一 些 酝 母 菌株 有 显著 地 改变 其 接合 型 的 能 力 ， 这 些 菌 株 携 带 - -个 显 作 的 等 位 基因 
HO 并 能 经 常 收 变 其 接合 型 ,其 频率 可 达 舍 一代 改 变 一 次 。 携带 隐 性 等 位 基因 ho 的 菌 
株 , 基 有 一 个 稳定 的 接合 型 ,其 改变 的 频率 大 约 为 1075, 

HO Write 2e -METRE ERDEME eite Me PUE DI EH AL ,在 很 少 几 代 
后 ,该 群体 即 有 大 量 的 叮 种 接合 型 的 细胞 ,从 而 导致 MA (MATa 一 信 体 的 形成 并 成 为 该 
群体 的 主体 。 由 一 个 单 倍 体 群体 产生 稳定 的 二 傍 体 群 体 可 被 认为 是 转换 存在 的 理由 o 
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共 台 型 转换 的 存在 表明 所 有 的 细胞 都 含有 成 为 MATa 或 MATa 所 需要 的 信息 ,但 
只 有 一 种 类型 获得 表达 。 改 变 接合 型 的 信息 来 自 哪里 昵 ? 类 型 的 转换 需要 另 两 个 基因 
He,HMLao 为 转换 形成 MATa 型 所 需 ; HIMRe 为 转换 成 MATa 型 所 需 。 这 些 基因 座位 于 
携带 MAT 的 向 一 个 染色 体 上 ,HBML 位 于 左 侧 远 端 而 HMR 位 于 右 侧 远 端 。 


HMLE MAT HMRA 
va) 
Xt, 
Ww X Yes Z2? w X Yo, 7; Z 
UT mun... MUNI na uei. Nn —— MIR... 


图 11-4 BtRHRÓOÓNX ESOS 
MTULBE SUCTUS ERR RE TERI TAE ,接合 型 发 后 换 。 在 MAT. HML HI HMR & 
HER DNA FAWNA Z, Yo 和 Ya 不同 。 


图 11 -4 为 接合 型 的 匣 式 模型 (cassette model) ,该 模型 假定 MAT 有 一 个 a 或 a 型 活 
TER F (active cassette) , HMI 和 HMR 各 含 一 个 沉默 奋 子 (silent cassettes), iE € HML 
携带 一 个 a 甘于 ,而 HMR 携带 一 个 a 苗子 。 所 有 这 些 匣 于 都 携带 编码 接合 型 的 信息 .但 
只 有 在 MAT 活化 性 匣子 的 信息 被 表达 。 当 活 件 匣 子 被 沉默 刘 子 午 换 时 ,接合 型 发 生 转 
换 , 新 置 人 的 匣子 被 表达 。 

转换 并 不 是 相 王 的 ,在 HML 和 有 NMR 上 的 搁 由 替代 MAT 上 的 等 位 基因 。 我 们 知道 
这 一 点 是 因为 通过 类 型 转换 MAT 被 置换 时 , MAT 上 的 一 个 突变 被 永久 的 丢 兴 了 。 它 
并 不 与 替换 它 的 拷贝 进行 互 换 。 

如 果 存 在 于 HML 或 HMR 上 的 沉默 拱 贝 发 生 突变 ,转换 引入 突变 的 等 位 基因 到 
MAT 基因 座 。 在 HML 战 HMR 上 的 突变 拷贝 通过 无 数 次 转换 仍然 存留 在 那里 。 像 复 
制 转 座 一 梯 , 供 体 元 件 在 受 体 部 位 产生 -个 新 的 持 51 ,而 本 身 仍 保留 完整 无 变化 。 

接合 型 的 转换 是 具有 方向 性 的 过 程 ,在 这 里 只 有 一 个 受 体 (MAT) ,但 有 两 个 可 能 的 
BEECHML 和 HMR)。 转 换 经 常 涉及 到 MATa 被 HMILa 上 的 拷贝 或 MATa 被 在 HMRa 
上 的 拷贝 所 置换 。 有 80% 一 90% 的 转换 是 MAT 的 等 位 基因 被 其 相反 类 型 的 基因 所 过 
换 , 该 作用 很 明显 是 由 细胞 表 型 所 决定 的 。a 表 型 的 细胞 倾向 选择 HML 作为 供 体 ,而 a 
表 型 的 细胞 倾向 选择 HMR 作 供 体 。 

可 能 获得 一 些 醇 母 菌株 ,其 沉默 时 子 的 方向 被 倒转 ， 当 它 的 基因 型 是 HMLa 或 
HMRa 时 ,92% 的 替换 是 同 源 的 ,在 这 种 情况 下 , -个 。 原子 被 男 一 个 a 苗子 所 替换 ,或 一 
Ta 了 被 男 一 个 a 男子 蔡 换 ,这 是 因为 不 管 沉 睦 基 因 座 的 内 容 是 什么 , 供 体 匣子 的 选择 
是 一 样 的 。 

确定 和 转换 接合 型 需要 几 种 基因 的 参与 。 除了 直接 决定 接合 型 的 基因 外 ,它们 还 所 
括 挤 制 沉默 基因 表达 ,转换 接 人 型 和 执行 接合 功能 有 关 的 基因 
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PERIT PATERNA iid A RRUUEA E F HM La C HMRa ) 
C HE HMLa 与 两 种 活 性 匣子 序列 的 比较 ,我 们 能 确定 接 
CX 


[mam MRa CERTI, FERE DS ve o AA SALE. 11 - 
E E S. BAET EARE TANKAT], t 

APPIE Y Ci RE G RR MT aña 型 匣子 中 心 区 序列 是 不 同 的 ( 称 为 Ya 
MATa 或 Ya X), 位 于 该 区 相应 - 侧 的 序列 是 相 

u2 mRNA al mRNA 同 的 , 员 然 HMR HR., © MAT ik FEE 


COCO o 子 由 个 位 TY 区 内 的 启动 子 启动 转 水。 

MAT 基因 座 的 基本 功能 是 控制 信息 素 
" 和 受 体 基因 的 表达 和 其 他 与 接合 有 关 的 功 
2000 p Be MATa 编码 两 种 蛋白 ,al M2, MATa 

us ma*mxxmuuwxua 编码 一 种 蛋白 ,al。a 和 强身 直接 控制 不 同 
沈默 刺 子 与 相应 的 话 性 原子 有 同样 序列 {HMR。 — 层 基 因 的 转录 ;它们 的 功能 通过 正 或 负 凋 控 
酚 仙 的 这 到 较 得 ), aAa 型 的 Y 凡 序列 不 同 。 ”调节 。 它 们 的 功能 在 单 售 体 中 相互 独立 ,在 

LEURS XE. 
la 细胞 a FFER AE 2H ERO e LE a 细胞 中 表达 被 抑制 。a 特异 性 基因 包括 a 
因 了 结构 基因 和 编码 因子 受 体 基因 STE2, à EH 与 能 迅速 识别 由 相反 接合 型 
细胞 产生 的 信息 素 有 关 。 
2) 在 a 细胞 中 ,eo 型 的 特异 功能 基因 被 诱导 ,而 在 a 细胞 中 不 表达 。 这 些 基因 就 是 a 
因子 结构 基因 和 a 因 -f 受 体 基 因 STEZ, 间 样 ，- 种 类 型 的 信息 素 的 表达 同 相 反 
兴 型 信息 袁 的 受 体 表 达 有 关 。 

3) 单 倍 体 特异 的 功能 基因 包括 转录 信息 素 和 受 体 的 基因 ， 与 类 型 转换 有 关 的 HO dk 
H ,和 抑制 爷 子 生成 的 RME 基因 。 在 两 神 类 型 单 倍 体 中 ,它们 此 共同 被 表达 ,但 
在 aa 二 倍 体 中 它们 的 表达 被 抑制 。 其 结果 为 在 二 悦 体 中 a 特异 性 和 a 特异 性 功 
能 不 被 表达 。 

现在 我 们 可 以 由 MAT TERAH 二 倍 体 细胞 中 功能 表达 图 解 了 解 到 调节 因子 和 它 
TERMAH. RALE 11-6。a 和 a 接合 型 道 过 不 同 的 机 制 调节 .在 a 单 倍 体 中 ,a 
的 接合 功能 量 组 成 型 表达 ,在 a 细胞 中 MATa 产物 的 功能 如 果 有 的 话 也 是 未 知 的 。 它 可 
能 只 是 用 来 抑制 在 二 倍 体 细 驳 中 单 倍 体 的 功能 。 在 = 单 倍 体 中 ,al 的 产物 激活 a 接合 型 
所 需 产物 相对 应 的 基因 。u2 产物 则 抑制 产后 a 接合 型 有 关 的 基因 , 它 的 作用 是 通过 与 先 
基因 上 游 的 操纵 基因 序列 相 结合 而 实现 的 。 在 一 倍 体 中 ,al 和 a2 基因 产物 共同 抑制 单 
倍 体 相关 的 基因 。 它们 一 起 识别 一 个 与 单独 的 a2 四 序列 不 同 的 操纵 基因 序列 ， 

aZ al Fl ol 所 和 白 调 节 转 录 的 能 力 依 赖 平 它们 本 身 的 量 H3 x [EURO [] ii A A ZBE 
些 有 趣 的 相互 作用 。 在 aa 和 二 倍 体 细胞 中 基因 调控 的 类 型 见 图 11-7, 

一 种 被 称 为 PRTEF 的 蛋白 (不 是 为 接合 型 所 特有 的 蛋白 ) 参 与 这 些 相互 作用 的 过 程 ， 
PRTF 与 一 个 短 的 称 为 P 框 (P box) 的 共有 序列 相 结 合 。 因 为 P 框 发 现 于 许多 不 同位 置 ， 
表明 PKTF 在 基因 调节 中 的 作用 可 能 是 相当 广泛 的 。 E- -GERR LE, PEKERE 
化 基因 ,但 存 另 一些 基因 座 上 ,PRTF 的 作用 为 抑制 某 些 作用 位 点 上 基因 的 表达 。， 因此 ， 
它 的 作用 取决 于 其 他 一 些 与 PP 框 连 邻 的 位 点 相 结 合 的 蛋白 。 
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图 11-6 接合 动能 的 调节 机 制 


a 特异 性 基因 可 以 单独 被 PRTF 活化 ,这 能 充分 保证 它们 在 一 个 a 单 倍 体 中 表达 。 

在 一 个 = 单 倍 体 中 ,a 基因 被 吧 蛋白 和 PRTF 的 共同 作用 所 抑制 。 吧 蛋白 舍 有 两 个 
结构 域 ,C 末端 结构 域 与 32 bp 的 换 维 基因 共有 序列 来 端 一 个 短 的 回 文成 分 相 铺 合 , 然 
而 ,这 个 片段 与 DNA 结合 并 不 产生 抑制 作用 。N 未 端的 结构 域 是 产生 抑制 作用 所 必需 
的 ,这 是 因为 它 负 责 与 PRTE 发 生 接触 ,PRTE 的 结合 部 位 是 一 个 位 于 操纵 基因 中 心 的 了 
框 。 实 际 上 ,o2、PRTF 以 协同 的 方式 与 换 纵 基因 相 结合 。 

a 基因 的 表达 需要 d 活化 因子 。 这 是 另 一 种 小 分 子 蛋白 ,由 175 个 氨基 酸 构 成 。 与 
a 特异 性 转录 有 关 的 序列 位 于 UAS 的 元 件 内 。 共 有 序列 有 26 bp 长 并 能 分 成 两 部 分 。 
第 一 部 分 是 由 16 bp 形成 的 P 框 ,此 部 位 与 PRTF 结合 。 相 连 的 10 bp 序列 形成 al 结合 
WERL. ol 因子 只 有 当 PRTF 存在 时 才能 与 臣 部 位 结合 。 两 种 蛋白 都 不 能 单独 和 它 的 靶 
部 位 相 结合 ,但 合 在 一 起 则 能 与 DNA 相 结合 ,这 可 能 是 蛋白 与 蛋白 相互 作用 的 结果 。 

”在 a 单 售 体 细胞 ,由 于 cl 蛋白 的 缺失 ,PRTF 不 能 与 。 特 定 基 因 的 靶 部 位 结合 并 使 其 
活化 ,因此 特异 的 基因 不 能 表达 。 

o2 SE EXIRET al 蛋白 共同 起 作用 ,它们 相 结合 识别 一 个 不 同 的 操纵 基因 。 此 操纵 
基因 与 o2 单独 识别 的 序列 有 一 个 大 致 相同 的 回 文 序列 ,但 它 较 短 ,这 是 因为 它们 之 间 的 
序列 是 不 同 的 。 在 二 异体 细胞 中 ,oval 结合 抑制 带 有 这 部 分 特征 序列 的 基因 。 


三 、 接 合 型 相关 基因 的 抑制 与 活化 


IH 11 -5 中 的 转录 过 程 揭示 了 一 个 有 趣 的 特征 。MAI& 和 MATa 的 转录 起 始 于 Y X 
* 369 ， 
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图 11-7 aHa ffi 二 悄 休 细胞 中 基因 的 调控 模式 
PRTE alol 和 o2 分 别 抑制 和 活化 接 台 型 
HE X SEEN. 


内 ,但 只 有 MAT. 基因 座 被 表达 ,同样 的 Y 区 也 存在 于 相应 的 非 转录 区 { HML 或 HMR ) 内 。 
这 种 情况 意味 着 基因 表达 的 调节 不 是 对 于 启 动 子 序列 相互 重 堆 的 某 些 位 点 的 直接 识别 所 完 
成 。 一 定 有 一 个 位 于 这 些 匣 子 之 外 的 位 点 能 够 将 HML 和 HMR 与 MAT 区 别 。 缺 失 分 析 
表明 ,HNL 和 HMR 两 侧 位 点 是 抑制 它们 表达 所 需要 的 。 它们 就 是 沉默 基因 。 每 个 匣子 左 
侧 的 位 点 叫 下 沉默 基因 , 右 侧 的 称 为 I 沉 黔 基 因 。 这 两 个 部 位 有 了 两 个 显著 特征 ， 
DD 它们 的 作用 像 负 增强 子 ,例如 ,它们 能 够 在 -- 定 中 高 (FEE Bj Fi SIT 3& 2.5 kb) HE 
意 方 向 上 发 挥 功 能 。 
2) 它 们 是 和 ARS (autonomously replicating sequence, ARS) 序 别 相关 联 的 , ARS 是 复 
制 起 点 。 
我 们 是 否 能 通过 鉴定 那些 维持 这 些 惠子 沉默 的 基因 找到 控制 这 些 匣 子 活化 的 基础 
We? 对 这 些 基因 的 突变 研究 提供 了 一 个 很 方便 的 测定 手段 。 当 一 个 突变 使 在 HML 和 
"370 - 


HMR 通常 是 沉默 的 匣子 被 表达 时 ,a 和 o 切 能 皆 被 表达 ,该 细胞 表现 为 如 同 MATa/ 
MATa 一 倍 体 细胞 。 

在 几 个 基 央 座 上 的 罕 变 终止 沉默 并 导致 HML # HMR 的 表达 。 首 先 被 发 现 的 是 4 
^ SIR (silent information regulators, SIR ) 基 因 座 所 有 4 个 对 生 型 SIR 基因 此 是 HMIL 
和 HNMR 处 上 抑制 状态 所 必需 。 这 些 基 内 座 任何 … 个 发 生 寞 变 , 产 生 一 个 sir 等 位 基因 
并 伴随 产 牛 两 种 效应 : HML 和 HNMR 能 被 转录 ,并 日 两 个 沉默 匣 Ye ope do nS da dq 
位 。 因 此 , 捉 制 一 个 沉默 原子 的 表达 并 阻止 它 成 为 男 一 库 子 鞠 代 的 受 体 所 利用 的 是 同一 
个 调节 过 程 。 

其 他 机 制 沉默 基 四 座 的 基因 ,包括 RAPI (维持 端 粒 异 染色 质 处 于 情 性 状态 所 需 ] 和 
编码 组 蛋白 H4 的 基因 。 组 蛋白 HA 忆 末 端的 缺失 或 定点 罕 变 活化 沉默 时 子 。 这 些 突变 
HAEHAE AFE SIR3 引入 新 的 突变 三 通过 SIR 表达 而 被 搜 制 ,这 表明 组 蛋白 H4 和 
SIR 重 自 之 间 有 特异 的 相互 作用 。 

由 这 些 结果 是 得 出 的 ,个 一 般 结 论 为 SIR 蛋白 影响 染色 质 的 结构 从 市 阻 止 这 些 基 
因 的 表达 。 由 十 在 SIR 蛋白 的 突变 对 端 粒 蜡染 色 质 近 端 被 灭 活 的 基因 有 同 冬 作 用 , 它 似 
乎 表明 SIR JE 358 E T FE RD SERI f N, 

当 一 个 匣子 处 于 活化 状态 时 , 它 有 上 几 个 高 度 敏感 的 部 位 (图 11 8), ix Pg BE d n 
EFI Gr TEDUR F EREE, EC] AL LAS sir OXIDE dE TES. 
饶 复 。 人 在 启动 了 上 的 高 度 敏 感 的 部 位 被 认为 与 基因 座 表 达 的 能 力 有 直接 关系 、 奶 一 部 位 
和 接合 型 的 转 挽 有 关 , 而 在 沉默 子 上 的 那些 位 点 的 功能 还 不 知道 。 

温 虚 敏感 的 sir 突变 体 被 用 于 检验 
HMI 和 HMR 抑制 的 建立 和 细胞 复制 
的 关系 携带 一 -个 si 突变 的 细胞 在 高 
WF RA, HML 和 HMR 被 表达 。 然 
FEE E EE fH SIR 活性 恢复 。 当 细胞 
WIF G 相 时 , HML 和 DMR 被 继 


SAGA f DNA 可 以 进行 复制 时 ,抑制 RLS MEEF A EREN 
MAER RSS AE, E 元 件 相 fih tt MAT REF i eiii THIS EE IR IE 
关联 的 ars 序列 的 利用 对 确立 HML 和 敏感 部 信 


HMR 的 抑制 是 必需 的 。 

一 个 被 称 为 ORC 的 太 的 蛋白 复合 物 与 ARS 的 共有 序列 相 结合 ,这 是 复制 的 引发 所 
需要 的 。 编 码 这 个 复合 物 组 分 的 ORC 和 ORC5 的 突变 可 以 终止 沉默 。 这 一 结果 直接 
WEK TE ARS 部 位 ORC 的 结合 是 维持 沉默 所 需要 的 ，ORC 的 -~ 个 可 能 作用 是 提供 一 . 
个 起 给 中 心 , 使 沉默 效应 由 此 而 扩散 ,这 也 许 是 因为 它 为 某 种 其 他 成 分 提供 了 结合 位 点 。 


然而 ,我 们 还 不 知道 是 否 ORC 的 单独 结合 是 足够 的 ,或 是 否 复制 的 某 些 或 所 有 的 后 来 阶 
段 也 是 所 需要 的 。 


四 、 接 合 型 转变 的 机 制 


接合 型 的 转变 是 通过 受 体 位 点 (MAT) 获 得 供 体 (FML 或 HMR ) 序 列 的 基因 转换 所 
"M> 


完成 的 。 通 过 阻止 转换 的 MAT CARTAMA C AE CAM I m RA. m Tf 
HML 和 HMR 上 缺乏 突变 位 点 ,志明 该 过 程 主 单 向 的 、 

突变 的 研究 揭示 了 在 MAT 的 站 区 右 侧 边界 处 的 一 个 对 转 氛 过 程 十 分 重要 的 位 点 - 
通过 对 这 些 突变 点 相对 于 转换 部 位 的 位 置 的 分 析 蚜 示 了 该 边界 部 位 的 一 些 特征 (这 是 通 
这 考查 才 些 尽管 突变 已 经 发 生得 依然 产生 了 少见 的 转换 的 实验 结果 所 得 到 的 )。 夺 些 完 
灾 位 于 被 置换 的 区 域内 (在 转换 发 生 后 ,这 些 突变 消失 ), 而 其 余 的 位 十 泗 换 区 外 部 (因此 
会 继续 阻止 转 柑 }。 所 以 位 于 置换 区 内 部 和 外 部 的 序列 组 是 置 摸 过程 所 咽 览 的 。 


vis 转换 起 始 于 靠近 Y-Z 边界 的 双 链 的 断裂 , LA Ni 

AMTCGAMGECETTETCATAT 是 DNA 酶 的 敏感 部 位 。 该 敏感 部 位 因 躲 乏 - .个 核 小 体 

aou 而 有 可 能 易于 接近 。 它 能 被 出 HO 基因 编码 的 .种 内 切 

P PICAGCTPTSCMCA quu, 酶 识别 。 这 相当 于 在 体外 对 DNA BERE ORE RE Mi 
AAAGTCOAAAGPECG TIGTCATAT 在 体内 对 HO 内 切 酶 的 -种 天 然 的 敏感 性 。 


HO 内 切 酶 能 在 立 区 紧急 的 边界 右 侧 产生 双 链 交错 

图 11-9 HOAD HRG 式 断 裂 , 酶 切 乒 产生 -一 个 4 个 三 基 的 单 链 末 端 { 图 11 - 
GORAMA MAT SYIAM 9) 。 核 酸 杉 对 不 能 转换 的 突变 的 MAT 基因 座 不 起 作用 。 
DEDNA ERNEA. Mh IRAE, Y 区 接合 部 周围 24 bp 序列 大 部 分 或 全 部 
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图 11-10 接合 型 相互 转换 的 模式 
珠子 的 昔 代 通过 受 体 (WAT) 基 因 座 的 站 链 断 裂 所 引发 :至 涉 点 到 同 供 
IKCHMR r£ HMI) AES EE Y E [HEB BU At, BEES L A BH CO PEPURTT FR] Y 
区 的 左边 界 ， 
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足 在 体外 切割 所 必需 的 .识别 位 点 对 于 该 酶 来 说 是 相当 大 的 。 有 可能 此 识别 序列 只 见于 
IE HH RS BUT P. 

Hé MAT ED EET TE HMLE 或 HMR 基因 座 是 内 切 酶 的 靶 部 位 。 似 乎 有 可 能 是 一 
种 相同 的 宙 制 维持 沉默 押 子 免 于 寿 转 录 , 并 且 也 使 它们 对 HO 内 切 酶 不 敏感 。 这 种 不 敏 
感性 确保 转换 是 单 -方向 的 。 

T Bk zr ER DNA 的 断裂 所 激发 的 ,图 11 7 10 所 示 为 从 供 体 和 受 体 区 域 之 问 的 一 
般 扩 应 的 角度 对 反应 的 描述 。 当 从 DNA 拇 个 链 的 相 妾 作用 的 角度 来 看 ,反应 过 程 相 当 
TX SEIS ULL HEEL PS SEES CR RC ZH ATO ,并 用 在 切 制 之 后 的 步骤 中 ,需要 在 一 般 重组 反应 
中 所 需 的 酶 的 移 与 “这些 基 内 中 的 某 些 发 生 突变 可 阻止 转换 发 生 ， 

假设 MAT 的 游离 末端 侵入 HMI 或 HMR 基因 座 并 同 右 筒 区 配对 。MAT 的 站 区 
该 降 解 直到 暴 包 出 左 信 的 同 源 区 ,这 时 , MAT 与 HML 或 HMR EZ ARNE 
Xi, HML X HMR 的 了 区 被 拷贝 而 替代 MAT 失去 的 区 域 ( 丰 可 能 延伸 超过 站 区 本 身 
的 界限 }。 配 对 的 基因 座 再 分 离 。 

像 重组 的 双 链 断裂 模型 -- 样 ,该 过 程 是 由 被 蔡 代 的 MAT 基因 座 开始 的 。 从 这 种 意 
义 上 来 讲 , 对 供 体 基 因 座 HML 或 HMR 的 描述 是 指 它们 的 最 终 的 作用 而 不 是 指 这 个 过 
程 的 机 制 。 像 复制 转 座 一 样 , 供 体 部 位 不 受 影响 但 受 体 的 序列 发 生 了 变化 ;和 转 座 不 同 的 
是 受 体 基因 座 发 生 了 替代 反应 而 木 晨 序列 的 额外 增加 ， 


A. HO 基因 表达 的 调控 


转换 是 由 HO 基因 引发 的 ,而 HO 基因 本 身 以 一 种 十 分 有 趣 的 方式 被 调控 , HO 基 
内 的 转录 受 几 种 调控 影响 ， 

DHO 受 接合 型 的 控制 ,这 是 因为 它 不 在 MATa /MATa 二 税 体 内 合成 ， 从 目的 论 

HAER, SWA MAT Fr AE A Pee p HEFT EE A UAR REL p. 

2) HO ERRARE s TEIL S eR 

3) HO 的 转录 也 与 细胞 周期 相关 ,该 基因 只 在 灯 代 细胞 G 期 末 表 达 ， 

核酸 酶 产生 的 时 间 可 以 解释 转换 和 细胞 品系 的 关系 . 转换 只 能 在 分 型 的 产物 中 被 检 
测 到 ;两 个子 代 细胞 为 同样 的 接合 型 ,是 由 末代 甸 胞 转换 而 成 的 (图 11 一 11)。 这 证 明了 
Gi 期 HO 表达 的 限制 确保 了 在 MAT 基因 座 被 复制 前 进行 接合 型 的 转换 ,其 结果 为 两 个 
子 代 细胞 为 新 的 接合 型 。 

控制 HO 转录 的 需 式 作用 位 点 位 于 HO 基因 的 土 游 。 与 几 个 调控 循环 相对 应 的 许 
多 位 点 中 ,其 中 任意 一 个 位 点 的 抑制 可 阻止 HO 基因 的 转录 。 

接合 型 的 调控 与 其 他 一 些 单 倍 体 特异 性 基因 相 类 似 ， 在 二 倍 体 中 ,alva2 阻 抑 物 阻 
由 转录 。 在 上 游 区 有 10 个 阻 抑 物 的 结合 位 点 。 这 些 位 点 与 它们 的 共有 序列 存在 不 同 的 
差异 性 ;我 们 不 知道 其 中 哪些 或 多 少 个 为 单 偿 体 特异 性 阻 抑 作用 所 需要 。 

细胞 周期 的 调控 是 由 . — 8 个 核 蔡 酸 序列 的 9 个 乒 贝 所 完成 的 ,它们 位 于 -150~- 
900 之 间 ， 避 这 些 序列 的 一 .个 拷贝 相连 的 基因 的 表达 受 细胞 周期 的 调控 除了 Gi 期 未 
期 的 短暂 期 间 外 ,与 这 个 序列 相连 的 基因 被 抑制 。 它 的 活性 取决 于 绍 胸 周期 中 决定 细胞 
分 裂 的 调节 因子 CDC28 的 作用 。 
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o SWI 和 和 SIN A 5^4 zt EAI -— 28 A BR TE 
E 相 鼠 作用 与 细胞 周期 种 亲 代 与 子 代 的 调控 有 有 


UR A a E m 9. X. HO 的 转录 需要 SWIILS 基因 。 它们 的 作 
Pie (S) (n) BUBBLE SIN1-6 基因 产物 对 HO 基因 的 抑制 。 


SWTJ 基因 首先 被 发 现 ,起 由 于 其 突 华 体 不 能 进 


ARPE An pied 上 ar 


Fa QUA SENA 行 转换 ;然后 SIN 基因 被 发 现 ,因为 它们 能 解除 
o oO 特定 的 SWI 宽 变 体 引起 的 阴 断 。SINY 和 SWI 
莫 因 之 间 的 反应 还 不 能 完全 被 确定 , 它 涉 及 到 

图 1 1 扶 谷 班 的 转换 于 发 下 在 订 代 细胞 多 种 途径 。 


RC UAR TURCA Roe IR Pi FERRI 在 灯 代 细胞 ,发 和 转录 需要 SWIS. 它 的 作 
ARRIA -P TUB AIE E A a un xa ER 

mama tmmoregust.cxsemor, PUEHUSIE SINS 4 所 产生 的 抑制 - 在 缺乏 这 

可 功能 的 突变 体 中 ,在 灯 代 和 各 子 代 细胞 中 HO 

阿 祥 很 好 地 被 转 藉 .该 系统 作 玫 于 上游 远 端 的 

IEA -1260-— — 1300 之 问 )、SWI5 本 向 受 细 胞 周期 的 控制 。 它 的 点 达 晚 十 HO., TR 

细胞 先天 缺乏 SWS 的 功能 。 所 以 在 它们 第 一 个 细胞 周期 时 , 如果 SWS 被 激活 ,直到 

第 一 个 周期 蕊 才 有 机 会 激 笑 HO 并 引起 转换 。 这 就 解释 了 子 代 细 胞 转换 能 力 的 延迟 , F 

我 细胞 真 色 已 成 熟 完 成 :个 订 代 细胞 才能 进行 转换 (图 11 11)， 类 似 的 过 程 ,SWI14 的 

产物 四 过 限 抑 SING fE HO. MEER 46-3 Tl a 
AE SWI PISIN WARE SEGUE MA XE HGB OU Rot oci pe dk 


国 座 的 表达 看 要 它们 的 和 作用。 它们 包括 激活 剂 复合 物 SWT .2 .3 和 编码 染色 体 蛋 白 的 
AFE SINI .2,， 它们 在 接合 型 表达 的 作用 不 是 证 监 的 。 
第 三 节 锥 虫 抗原 的 变异 [2523 
一 、 锥 虫 的 表面 抗原 
非洲 馆 虫 是 一 种 单 细 胞 的 寄生 虫 : 它们 交 蔡 生存 在 采 采 蝇 和 哺乳 动物 体内 。 当 采 采 


星 叮 咬 哺乳 动物 时 , 锥 虫 可 以 由 采 采 蜡 传 递 给 哺乳 动物 ,也 可 由 和 患 病 的 哺乳 动物 传递 给 采 
X 

TEE d AM E SLE B LESE T JURE IS SERE M (E08 9r EE E, 最 显著 的 千 物 化 
学 变化 发 生 在 可 变 的 表面 糖 蛋白 (variable surface glycoprotein, VG) , TZ JE 28 Fi ge qe 85 3- 
要 成 分 ,被 膜 覆 盖 着 浆 膜 , 它 是 由 5x10 — 10 x 106 VSG 分 组 成 的 一 个 单 层 膜 ,并 上 量 是 
暴露 在 细胞 表面 的 唯一 的 抗原 结构 。 詹 虫 改 变 VSG 的 能 力 对 其 在 采 采 曙 到 哺乳 动物 的 
感染 循 坏 周 斯 中 的 生存 起 主要 作用 。 

如 果 以 一 个 采 采 蝇 通 过 叮咬 被 感染 的 哺乳 动物 获得 一 个 锥 虫 作为 循环 的 开始 。 HR 
以 一 种 "前 循环 型 “ 进 人 到 采 采 蝇 的 内 脏 并 失去 其 VSG。 大 约 3 周 后 , 它 的 子 代 分 化 成 
“中 期 循环 型 ” ,并 重新 获得 VSG 被 膜 。 当 采 采 蝇 叮 较 哺乳 动物 时 ,这 种 形式 被 传输 到 哺 
Thai io dodi ch. rk m SL Pn rt p ERE 它 的 子 代表 达 中 期 循环 型 VSG, 并 持续 
大 约 1 周 左 右 。 然 后 一 种 新 的 VSG 被 合成 ,而 且 每 12 周 发 生 一 次 转型 。 

QM 


连续 产后 的 得 一 种 VSG 在 免疫 学 和 上 都 足下 同 的 ,其 结果 为 基 现 给 哺乳 动物 免疫 系统 
的 抗原 不 断 也 变化 ,这 种 转变 过 程 称 为 抗原 变异 (antigenic variation)。 机 体 的 免疫 反应 总 
是 落后 于 点 面 抗 记 的 改变 ,因此 锥 虫 能 够 逃避 免疫 监视 并 使 之 本 瘟 能 永远 存留 于 寄主 体 
内 ，VSG 的 每 次 转变 都 伴随 新 一 起 寄生 虫 血 症 , 其 症状 为 发 烧 皮疹 等 症状 ,寄生 虫 最 
终 健 和信 刘 中 栋 神 经 系统 .在 这 之 后 ,哺乳 动物 宿 上 变 得 进行 性 嗜睡 最 终 导 致 竺 迷 。 

椒 问 的 锥 虫 所 能 侵 染 的 宿 上 的 范围 并 不 RE. vy yy Ta 
M fe A HIERRO E de Ma Rh Hé CE ICT bruce) 多 Ae SASE 

-种 变种 , 它 能 很 好 地 寄生 在 实验 动物 但 不 能 侵 染 FA TE Jill 
人 人 类、 实验 室 的 布 氏 锥 虫 能 以 每 次 分 裂 在 1074~ 一 沁 1 iin iun 
10 “的 频率 和 白 发 的 改变 VSG PERI AE IER T 
二 免疫 系统 的 影响 。 实 际 上 ,新 的 变异 体 随后 被 答 Lo 
EA. DX EXEIHOS VSG 产生 免疫 反应 ,但 D 
不 能 识别 和 对 抗 新 的 VSG, 

VSG SH OT XE LEE 11 - 12。 一 个 新 生 的 
VSG fj S00 个 氨基 酸 长 , 它 有 一 个 和 N 末 端的 信号 
序列 ,接着 是 -一 个 长 的 可 灾区 ,这 一 可 变 区 提供 了 
WE dp e e irt SE VU C 端 同 源 区 以 一 个 短 的 琉 
水 尾部 结束 。 新 后 的 VSG 的 两 端 经 过 加 工 产生 一 


TERN VSG。 信 号 序列 在 分 涪 时 被 切除 , HU MEM. 
中 部 在 VSG 达到 外 表面 之 前 被 去 除 。 新 的 心 末端 加 

与 锥 虫 膜 共 价 结合 ,依据 C 末端 的 氨基 酸 区 别 同 fEIL-12 VS 的 结 鬼 

源 区 的 二 种 类 型 。 VSG AI N AAA HE ESA CRAE 


VSGOBHIHRNORERS S f e VSG 能 POPOR BR, daas 
PLUIE EIKI REUS — AERO ETRE, ya TEREA, M 
反应 (已 被 用 于 纯化 VSG) 在 体内 可 能 是 很 重要 
的 , 它 能 使 锥 虫 表面 的 一 种 VSG 被 另 一 种 VSG 蔡 
&. 


二 、 锥 虫 表面 抗原 的 变异 


任意 一 个 锥 虫 能 表达 多 少 种 VSG eT 目前 还 不 清楚 在 一 个 宿主 死 前 是 否 能 达到 革 
种 限度 。 一 个 锥 虫 至 少 能 产生 100 种 在 序列 上 足够 不 同 的 YSG, 使 其 中 任何 一 种 VSG 
的 抗体 都 不 能 与 其 他 种 类 VSG 芭 应 。 

在 锥 虫 的 基因 组 中 编码 不 同 的 VSG ,每 个 锥 虫 都 携带 该 株 的 整个 VSC 基因 库 ,， 因 
此 ,差异 性 的 产生 取决 于 改变 基因 的 表达 ,由 表达 存在 的 一 个 基因 转 为 表达 另外 一 个 基 
PF. 

锥 虫 基 因 组 是 由 大 量 的 独立 单位 组 成 的 -个 不 导 常 的 结构 ， 除了 未 知 数 自 的 染色 人 
外 , 它 还 含有 大 约 [00 个 微型 染色 体 ,每 个 含有 50~ 150 kb 的 DNA, REKRY K 
约 1000 个 VSG 基因 ,它们 散布 在 所 有 不 同 大 小 的 染色 体 上 。 
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每 个 VY 出 -个 基本 找 册 基因 (Dasic-ooby gene) fj, xx He S IR n Rem HE) fS 5, 
BK Ef Gr TD AED LESS XE US AT RE m 5 一 15 kh JA S fU EUREN — TB] 
活 , 则 能 有 200 多 个 这 样 的 基因 。 内 部 基因 亿 于 淡色 体内 ( 较 典 型 地 ,它们 位 于 上 Ut 
FE 50 kb 以 外 的 部 位 ) 

n[ DA BUS PEON. -个 大 的 葵 因 家 族 ,每 个 是 本 拷贝 崩 显示 出 相 下 之 昌林 后 在 度 的 相 工 
关联 性 ,这 大 峰 反 映 出 它们 源 于 复制 和 区 异 .密切 相关 的 基 央 (引起 同样 的 抗原 反应 ) 被 
称 为 同 源 基 因 {isogenes) o 

单 … 的 VSG 基因 在 如 何 被 选择 表达 的 呢 ? 和 车 其 一 时 刻 ,只 有 AER VSG WIR 
转 尖 ， 活 性 的 基因 拷 届 被 称 为 表达 相连 的 拷贝 (expression linked copy, ELC), IERES - 
个 表达 位 点 (expression site) ,此 位 点 共有 如 下 特征 ; 它 位 于 一 个 端 粒 附近 _ 

xk JT üE Ae 8H ,选择 一 个 表达 基因 的 途径 取决 证 基本 撕 员 本 身 足 端 粒 的 还 是 内 部 的 。 
能 产生 ELC 的 两 种 途径 见 图 11 - 13。 


iM RERLA Me JA de iA pm HE MEYER ME de Ca AU Pr; ei pne Et ur 


FORME AIL Js EHE 1 
/NAFSA ~ ANA | 


LAMASIN ONMIN, MIS PP, 
au am 


WL O13 PCL ELU leis hi dé 
UD TIS eRE AE AIE 03 GE SERE BERE El dei RE (T ; 
CO ILS CIE IT. … 个 可 能 去 达 部 似 的 器 粒 指 风 ， 


表达 位 点 保持 不 变 ,但 ELC 被 改变 。 复 制 转 移 -个 基本 撕 贝 序 列 替 代目 前 占据 琢 
达 部 位 的 序列 。 内 部 或 端 粒 找 贝 丝 汀 直接 通过 复制 居家 达 剖 位 身 被 活化 。 P AED S) 
个 基因 的 替代 不 干扰 活性 朗 位 的 活性 。 表 过 位 点 被 改变 , 暴 有 当 一 个 序 别 已 经 位 杆 - 
个 端 粒 部 位 的 时 候 , 原 位 激活 才 是 可 能 的 。 当 -个 端 粒 部 位 被 原 位 激活 册 ,先前 表达 位 点 
的 活性 必须 被 终止 而 新 的 部 位 变 为 表达 部 位 

ARRIE AGE D o AERE AE 在 达 的 或 表达 的 端 粒 部 位 。 这 样 一 个 内 部 基因 可 通过 
两 个 阶段 被 活化 ,首先 它 被 转移 到 dE Kk I A c 

我 们 可 以 通过 限制 酶 图 谱 了 解 到 涉及 活化 的 基因 的 踪迹 ， 出 mRNA 得 出 的 表达 序 
列 的 探 针 能 够 检测 到 与 该 探 针 相 关 的 基因 。 对 内 部 各 端 粒 基本 拷贝 基因 所 合 的 限制 酶 图 
谱 实验 显示 不同 的 结 时 ， 

(1) 内 部 基因 的 活化 需要 新 序列 产生 当 一 个 内 部 基因 被 活化 时 , 即 有 一 个 新 片段 
产生 。 原 来 的 基本 拷贝 基因 仍然 不 变 ; 新 的 片段 是 通过 基因 复制 末 -个 新 的 部 位 而 产生 
的 (通过 序列 附近 的 限制 酶 位 点 识别 因此 曾 产 皇 的 -个 不 同 的 片段 )。 新 的 片段 售 一 个 党 
近 端 粒 部 位 的 ELC 序列 。 当 基因 表达 时 ,此 ELC 片段 出 现 ,而 当 基 因 关 闭 时 ,此 ELC 
片段 消失 。 复 制 成 ELC 是 -个 内 部 基本 拷贝 能 够 活化 的 唯 - ,方式 

QS X quie IC abs E mE 端 粒 基 内 被 活化 时 ,基因 的 数 日 不 发 生疏 
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这 .限制 酶 图 潜 所 检测 色 的 基因 结构 基本 不 受 影 响 。 包 含 此 基因 的 DNA 片段 的 大 小 可 
以 有 轻 度 的 改变 ,这 是 由 于 端 粒 的 长 度 是 经 常 发 生变 化 的 。 端 粒 的 基本 拷 风 也 能 像 内 部 
HQ - 样 通 过 同样 复制 的 方式 被 活化 ;在 这 种 情况 下 ,基本 拷贝 仍然 在 它 的 端 粒 部 位 ,而 
-- 个 表达 相关 的 拷贝 出 现在 娘 一 个 端 粒 上 。 

ELC 的 形成 是 通过 基因 转 护 必 竺 的 , 像 醇 结 接合 型 的 转换 一 样 , 一 个 贮备 的 匣子 置 
换 在 活性 { 端 熔 ) 部 位 的 匣子 。 VSG 系统 是 更 加 和 多样 化 的 ,这 是 因为 存在 许多 可 能 的 供 体 
部 位 {同时 存在 不 止 一 个 可 能 的 受 体 部 位 )。 

几乎 所 有 VSG 类 型 的 转换 都 涉及 到 用 预先 存在 的 沉默 拷贝 普 代 ELC。 但 也 已 发 现 
一 些 例 外 的 情况 ,在 这 些 情 闹 下 ,ELC 序列 不 与 基因 组 内 沉默 拷贝 序列 中 的 任何 一 个 匹 
配 。 新 的 序列 可 以 通过 .系列 的 基因 转换 产生 ,在 这 种 情况 下 ,不 同 的 沉 软 基因 拷贝 的 部 
分 短 序 列 被 连 在 一 起 。 这 类 似 于 鸡 免疫 球 蛋白 的 多 样 性 产生 的 机 制 。 虽 然 较 少见 ,这 
种 情况 的 发 生 增 加 了 VSG 的 多 样 性 。 

ANE US bes (p ga? SH BIOS IE, RRAETJIL RRRA CAEBR EU — H 
Tr UBL REA YEAR DRE EUER RT SETERI — TRES E 可 被 利用 (虽然 有 一 些 可 能 较 另 一 些 更 
倾向 于 被 选择 )。 

在 ELC 的 VSG 基因 结构 是 不 寻常 的 (图 11 - 14)。 被 转移 到 ELC 的 DNA KB 
2500—3500 bp, 有 大 于 1500 bp 的 VSG 编码 区 。 大 部 分 附加 的 长 度 位 于 基因 的 上 游 。 
被 复制 的 序列 连接 到 ELC 上 的 起 始 位 点 尚未 被 精确 地 测定 。 

由 于 成 熟 的 mRNA 的 5' 端 带 有 一 个 
35 个 碱 基 的 序列 ,该 序列 是 由 哆 处 编码 
的 并 与 新 生 的 mRNA 的 $5 端 以 反 式 形式 
相 加 ,这 样 使 VSG mRNAS ' 端 的 分 析 复 Z / N 
杂 化 了 。 转 录 起 始 和 终止 (有 时 也 是 编 d t 
码 区 本 身 的 结束 ) 信 号 位 于 与 转录 区 相 
连 的 序列 。 事 实 上 ,转录 可 以 在 VSG 基 


因 本 身上 游 几 千 磊 基 对 处 起 始 。 启 动 子 ”一 
已 经 被 测定 是 在 VSG 基因 上 游 4 kb 和 mucus | 
大 约 60 kb 外。 较 近 启动 子 和 的 应 用 产生 — 


一 个 全 有 其 他 基因 和 活性 VSG 的 转录 图 11- 14 8bÀ VSG 基因 的 ELC 结构 
物 。VSG 序列 (和 其 他 的 基因 序列 ) 必 须 VSG 基因 的 ELC ERE. B e (AREE RER, DEBIAN 
通过 对 转录 物 的 切割 而 被 释放 ,在 这 之 上 游 由 大 量 的 72 一 76 bp 类 的 重复 序列 组 成 ,它们 
后 经 过 剪接 的 35 个 碱 基 的 前 导 序 列 被 加 在 转换 过 程 中 可 能 握 供 重组 的 识别 信息 。 基 医 的 下 游 为 
3) s. (COCTAD, EA HE Fi dg o 

转 座 区 的 两 侧 是 扩展 区 ,该 区 不 能 . 
被 限制 酶 切割 。 这 些 “ 空 白 " 区 (bgrren region) 由 重复 的 DNA 序列 组 成 ,它们 扩展 到 ELC 
下 游 8 kb 左右 和 上 游 达 40 kb 处 。 下 游 的 “空白 "区 由 大 量 的 重复 CCCTAA 序列 组 成 
并 扩展 到 端 粒 部 位 。 上 游 的 序列 也 可 能 由 72— 76 bp 的 重复 的 序列 组 成 ,但 它们 的 性 质 
还 不 清楚 。 “空白 "区 的 存在 已 经 成 为 通过 克隆 鉴定 ELC 基因 的 谭 碍 。 

一 个 表达 部 位 的 活化 涉及 到 转录 单位 上 游 的 基 种 变化 。 当 一 个 ELC EL EE SIE AER 
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—PAR T UN, ELC SUK TIR BIS £509 86 2) E E. AE dad RERA 
Up PIAR. MPE R A RE Etta EF ig bg g UEE Dm. 

在 感染 的 让 程 中 ,VSG A PI WJ de E RIDE ds AR EY , E HA d E a AL rx n] 
GE Rf uE HEU ZER -AEE E UAM VSG 基因 以 -一 个 预先 确定 的 程序 被 表达 , 则 
一 个 宿主 可以 通过 产生 抗旱 期 成 分 的 一 种 反应 而 消除 感染 。VSG 产生 的 不 可 预料 性 的 
短 要 ,也 许 是 促成 沪 系 统 进化 成 带 有 很 多 殿 体 庄 列 和 多 个 受 体 的 原因 

抗原 变异 涉 是 锥 虫 独 有 的 现象 AUR EA Borrelia hermisii ) T3 E A B9 EH 
热 各 其 他 动物 类 你 的 疾 问 。 疾 病 的 名 称 反 上 映 出 它 的 不 稳定 过 程 ; 穆 个 发 病 期 由 许多 色 解 
HERA. MANER, IRE PRR A REE TRR EIER AEA yE EE 
搞 嵌 施 体 的 特 导 性 抗体 。 

像 锥 虫 -- 样 ,螺旋 体 遂 过 改变 一 种 表 和 面 蛋 自 而 存活 ,该 蛋 和 白 称 为 本 EP E SEE ES 
(variable major protein, VMP), VMP 的 谈 化 和 基因 组 的 重 排 有 关 。 活 性 VMP 位 于 -个 
线性 质粒 的 端 粒 附近 。 我 们 还 不 知道 存在 多 少 编 到 的 变异 休 和 用 于 改变 它们 表达 的 机 
GE PR mi £p 88 (09 E RCM rb jr DS RE A ETHIC RET LISTE VIE D BE on ARA E 


第 四 节 DNA 的 扩 增 :1'23~29] 
一 、 基 因 组 某 些 序列 的 扩 增 


真 核 基因 组 有 有 能力 容纳 外 源 或 内 源 的 附加 序列 ， SHIS TY S038 1:356 3 (transfection? 8| 
A SUAM REC DP, ETE SU RT PL SE -已 存在 序列 的 扩 增 (amplification) 产 生 。 这 丙种 情况 长 
有 的 特征 是 附加 的 序 若 很 村 能 采取 串联 排列 的 形式 ,此 结构 含有 -- 重 复 单位 的 许多 拷 页 。 
六 于 重复 单位 中 的 基因 拷贝 并 不 是 每 个 辟 拼 表达 ,但 是 和 表达 倾向 于 随 着 措 贝 数 日 的 增加 
而 增加 . 

通过 转 娄 或 扩 增 产生 的 多 拷贝 的 串联 排列 在 细胞 中 以 阿 种 形式 存在 。 如 果 采 取 染 色 
体外 单位 的 形式 存在 , 它 将 以 -- 种 不 舰 则 的 方式 遗传, 动物 细胞 没有 与 细 菌 在 细胞 分 裂 时 
对 质 娄 进行 均匀 分 离 的 能 力 相 当 的 功能 ,因此 整个 单位 被 高 频率 天 失 。， 然而 如 果 序 列 被 
整合 到 基因 组 中 , 它 变 为 遗传 的 - -个 成 分 并 像 作 何其 他 的 基 六 组 序列 一 样 被 遗传 。 

内 洲 尾 闻 列 的 扩 瑞 是 通过 送 择 抗 某 些 试剂 的 细胞 而 引起 的 , 扩 增 最 好 的 例子 起 因 二 
REMO FE TEPIUIL PR P A HP 9E PP (methotrexate, MTX} 的 加 入 ,该 斌 剂 阻 断 了 叶酸 的 代谢 ， 
对 它 的 抗 性 可 通过 改变 二 所 时 酸 还 原 酶 (dihydrofolate reductase, DHFR}) 活 性 的 突变 而 获 
得 。 改 变 酶 白 号 的 - -种 替代 方式 为 增加 酶 的 总 量 ,这 种 酵 量 增加 的 原因 是 因为 dhfr & 
EJ EUR FEHLT TET J BRE CE GR Ue E E SES 1077-1079, 类 
MEITE TE 20 多 种 基因 中 观察 到 ， 

这 些 系统 的 人 部 分 的 共同 特征 是 高 度 抗 性 细胞 不 是 通过 单一 阶段 而 获得 ,相反 ,是 通 
过 细胞 对 连 光 增加 毒剂 适应 而 产生 的 。 因此 ,点 因 的 扩 增 可 能 需要 几 个 阶段 。 扩 增 -- 艇 
RERED dh fr 等 位 基因 中 的 一 个 , 计 且 对 氨 甲 蝶 叭 抗 性 的 增加 是 遂 过 该 基因 座 扩 
增 称 度 的 进一步 握 高 而 完成 的 。 

在 -个 抗 氨 审 蝶 难 的 细胞 株 内 dh fr 基因 的 数 日 大 约 在 40— 400 之 闻 , 这 取决 于 选择 
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AIRE RANE. mir 细胞 株 可 分 成 两 类 ,其 差别 见于 当 咎 长 在 缺乏 氨 甲 蝶 难 的 培养 基 
中 ,对 高 水 平 DHFR 活性 的 选择 压力 消除 时 它们 的 有 反应 不 相同 。 在 稳定 的 细胞 株 , 扩 增 
的 基因 被 保留 ,因为 它们 位 于 染色 体 上 ,通常 位 于 被 单 -- dh 所 基因 占据 的 部 位 。 而 舅 -. 
染色 体 保留 它 原 来 的 单 拷贝 吸 广 。 在 不 稳定 细胞 株 ,当选 择 压力 被 解除 时 , 扩 增 的 基因 
芋 少 部 分 丢失 ,因为 扩 增 的 基因 存在 于 染色 体外 。 

基因 扩 增 会 在 染色 体 上 产 牛 可 见 的 影响 。 在 稳定 株 上 ,器 刻 基因 座 以 均匀 染色 区 的 
形式 显现 (homogeneously staining region,HSR)。 当 对 染色 体 进 行 处 理 后 (如 菇 带 处 理 )， 
则 会 发 现 不 止 一 个 缺乏 任何 染色 带 的 区 域 , 这 即 是 HSR 名 称 的 由 来 。 这 种 变化 表明 ,在 
染色 体 一 些 区域 的 带 问 部 分 发 生 了 扩 增 。 

在 不 稳定 的 细胞 株 内 ,携带 he 的 染色 体 没 有 发 生变 化 。 然 而 ,会 发 现 大 量 的 被 称 
为 双 微 染色 体 (doubie-minute chromosomes) 的 成 分 的 出 现 ( 见 图 11 - 15)。 在 一 个 典型 的 
细胞 株 内 ,每 个 双 微 染色 体 携 带 2 一 4 个 dhr 基因 。 双 徽 梁 色 体 似乎 是 自我 复制 的 ,但 它 
们 缺乏 善 丝 粒 ,所 以 不 会 被 吸附 到 有 冀 分 型 的 纺锤 体 上 ,因而 有 规律 地 分 离 , 其 常常 从 F 
细胞 内 丢失。 尽管 它们 有 命名 ,但 双 微 染色 体 实际 上 被 看 作 是 染色 体外 成 分 。 

双 微 染 色 体 的 无 规律 遗传 解释 了 这 些 株 对 氮 甲 蝶 叭 的 抗 性 的 不 稳定 性 。 在 细胞 分 朗 
时 ,站 微 染色 体 持续 的 丢失 ,在 毛 申 蝶 叭 存在 时 , 舍 较 少 的 dhfr 基因 数目 的 细胞 将 会 死 
让 ,只 有 那些 保留 有 足 景 双 微 染色 体 的 细胞 将 存活 下 来 。 

双 微 染色 体 的 存在 减少 了 细胞 增殖 的 速率 。 内 此 ,当选 择 压力 被 除去 时 ,缺乏 扩 增 基 
因 的 细胞 则 具有 有 优越 性 ,它们 以 更 快 的 速率 产生 后 代 , 并 很 快 到 代 原 来 的 存活 群 。 这 就 解 
释 了 为 什么 只 有 细胞 生长 在 氨 甲 蝶 叭 的 培养 基 中 , 扩 增 状态 的 细胞 株 才 被 保留 。 

由 于 双 微 染色 体 的 不 规则 分 离 , 它 们 在 细胞 中 的 找 贝 数 可 以 相对 较 快 地 增加 ,这 是 因 
为 在 每 次 分 裂 中 某 些 细胞 可 获得 多 于 它们 平均 应 当 获 得 的 dhfr ÆW. EAA P Ek 
平 的 天 高 ,细胞 所 携带 的 拷贝 数 亦 增 加 。 双 微 染色 体 的 性 质 解 释 了 mir 条 件 下 的 逐步 
进化 和 在 不 稳定 细胞 株 内 c 序 基因 水 平 不 断 的 波动 性 。 

氨 甲 蝶 难 抗 性 的 长 期 选择 使 稳定 和 不 稳定 的 组 胞 株 得 以 产生 。 基因 扩 增 的 起 始 阶段 
EA? 在 短期 的 选择 后 ,大 多 数 或 所 有 具有 抗 性 的 细胞 是 不 稳定 的 。 染色 体外 拷贝 的 
形成 很 明显 比 染 色 体 内 的 扩 增 较 常见 。 在 这 个 过 程 的 最 早期 ,在 双 微 染色 体 或 任何 染色 
体 的 变化 可 检 涡 到 之 前 , 即 可 发 现 护 增 的 dhfr 基因 以 很 小 的 染色 体外 单位 的 形式 存在 。 
这 表明 , 抗 性 的 获得 常常 是 由 于 染色 体外 重复 单位 的 产生 。 

扩 增 区 大 大 长 于 dhfr 基因 本 身 。 基 因 大 约 有 31 kh 长 ,而 在 染色 体 HSR 上 的 重复 
单位 的 平均 长 度 是 500— 1000 kb. 每 一 个 细胞 株 内 的 扩 增 区 的 长 度 是 不 同 的 , -个 双 微 
染色 体 含有 的 DNA 量 似乎 是 在 100~1000 kb 的 范围 内 。 

染色 体外 的 拷贝 是 怎样 产生 的 呢 ? 我 们 知道 ,它们 的 产生 没有 使 原来 染色 体 的 拷贝 
丧失 。 这 有 两 种 可 能 性 ;在 dhfr 基因 附近 发 生 附加 的 复制 循环 ,接着 在 这 些 附加 的 接 贝 
之 间 发 生 非 同 源 性 重组 ， 或 者 该 过 程 起 始 于 等 位 基因 之 间 的 非 同 源 性 重组 ,额外 的 拷贝 
可 通过 某 种 类 似 重 组 的 过 程 由 染色 体 中 释放 出 来 。 根据 该 过 程 的 性 质 , 能 够 产生 依 有 一 
个 或 几 个 拷贝 的 染色 体外 的 DNA 分 子 。 如 果 双 微 染 色 体 含有 环 状 DNA ,在 任何 情况 下 ， 
它们 之 间 的 重 给 都 很 可 能 产生 允 聚 分 :Fr 图 1i-15), 

通过 对 一 特殊 的 不 稳定 的 细胞 株 的 研究 ,揭示 了 双 微 染色 体 生存 有 关 的 一 些 信息 ,在 
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此 细胞 株 中 ,被 扩 增 的 基因 编码 一 种 罕 变 的 DHFR Be, RERA ET e LEA E 
绝 胞 株 中 (因此 突变 一 定 产生 于 扩 增 过 程 中 )。 尽 管 被 扩 增 的 基因 在 数 日 上 不 同 ,但 这 些 
细胞 只 表达 突变 的 酶 、 这 说 明 晤 生 型 染色 体 的 基因 不 能 连续 地 产生 大 量 的 新 双 微 染色 
体 ,因为 这 些 扩 增 的 拷贝 会 产生 正常 酶 。 

一 昌 扩 增 的 染色 体外 基因 已 经 产生 , 细 有 网 状态 的 变化 即 通过 这 些 基 因而 不 是 通过 席 
来 淋 色 体 的 描 贝 介 导 。 当 氮 甲 蝶 叭 被 移 除 时 ,细胞 以 通常 的 方式 失去 双 微 染色 体 。 再 共 
露 在 该 试剂 后 ,正常 的 基因 被 扩 增 产生 一 个 新 的 双 微 染色 体 群 休 。 这 表明 没有 突变 基 央 
的 染色 体外 拷贝 整合 到 染色 体 中 。 

这 些 结果 的 另 一 个 显著 意义 是 突变 株 的 双 微 桨 色 体 只 携带 罕 变 基因 ,因此 如 果 每 个 
双 微 染色 体会 多 个 dhjr 基因 ,它们 一 定 皆 是 突变 型 ,这 显示 多 拷贝 的 双 微 染色 体 吕 由 
-个 染色 体外 的 基因 产生 、 

一 个 下 要 的 问题 是 染色 体 找 由 数 的 增加 是 通过 染色 体外 拷贝 的 插入 (整合 ) 还 是 遂 过 
-个 独立 的 机 制 产生 前 。 我 们 不 知道 是 否 染色 体内 的 扩 赠 仅仅 是 以 较 抵 的 频率 从 头 开始 
的 或 需要 染色 体外 扩 增 的 出 现 作为 个 中 间 步 村 。 被 扩 增 的 基因 所 采取 的 形式 受 细胞 的 
基因 型 影响 ,一些 细 胞 株 贷 癌 于 产生 双 微 染色 体 ,而 另 … 些 细胞 株 较 容易 产生 HSR。 

护 增 的 类 型 也 取决 于 所 涉及 的 特殊 的 基因 座 。 扩 增 的 舅 -种 情况 由 转 氮 甲 酰 酶 
transcarbamylase) 抑 制剂 的 抗 性 的 产生 所 提供 ,这 种 情况 下 发 生 CAD 基因 的 扩 增 (CAD 
蛋白 具有 UMP 合成 途径 中 头 三 种 酶 的 活性 )}。 被 扩 增 的 CAD DNA 总 是 存在 于 染色 体 
内 。 在 这 种 情况 下 ,被 扩 增 的 基因 存在 于 儿 个 分 散 的 扩 增 区 ,并 常常 涉及 到 一 个 以 上 的 染 
色 体 。 


二 、 引 入 外 源 性 DNA 到 活 细 胞 和 动物 体内 


引入 外 源 性 供 体 DNA 到 受 体 细胞 的 过 程 称 为 转 染 。 转 染 实验 始 于 加 入 制备 的 中 期 
染色 体 到 细胞 的 县 译 液 中 。 细 胞 以 相当 低 的 效率 摄 人 染色体 并 产生 不 稳定 的 变异 体 。 在 
SO : 


该 程序 中 ,完整 的 染色 体 很 少 能 够 得 以 保存 ; 受 体 组 胞 常常 获得 供 体 染色 栖 的 一 个 片段 
(由 十 它 缺 乏 着 丝 粒 ,所 以 是 不 稳定 的 )。 在 极 少 的 情况 下 , 供 体 物质 可 整合 到 受 体 的 染色 
体 上 ,从 而 产生 稳定 的 细胞 株 ș 

当 纯 化 的 DNA 被 加 入 到 受 体 细胞 的 制备 物 中 时 ,可 以 效 得 类 似 的 缚 果 。 然 而 ,用 纯 
化 的 DNA 代替 随机 的 染色 体 片段 可 以 使 -- 个 特殊 的 序 鹿 被 加 入 到 受 体 细胞 。 用 纯化 的 
DNA 转 染 可 产生 稳定 的 和 不 稳定 的 细胞 株 ,前 者 相对 占 优 势 ( 这 些 实验 可 直接 类 比 于 细 
菌 的 转化 过 程 ,但 被 定名 为 转 染 是 由 于 在 历史 上 转化 被 用 来 描述 那些 使 真 核 细 胞 无 限制 
生长 的 变化 ) - 

不 稳定 的 转 染 ,有 时 称 为 瞬时 转 染 (transient transfecuon) ,表明 转 染 的 DNA 以 染色 
体外 的 形式 存在 ,在 稳 定 株 中 转 染 的 DNA fi A SUAE DULL rh eje UI DNA 在 两 种 情况 
PERDE, ZRI, H T REDE MS RAE EURO ROSE BE B9 ERRER e S ye 3 
I EI A D 很 多 转 染 实验 利用 容易 被 检测 的 酶 的 功能 作为 标志 ,但 原则 上 任何 能 被 检 
测 的 标志 皆 可 被 利用 ,这 上 就 允许 与 某 些 表 观 形态 相对 应 的 基因 得 以 分 离 。 Im 9 AU 5 et d 
£f Ari R7] 388 3:1 4 REEF DT Se R OE RR ) 而 被 选择 。 TRI FE HZ 2E CS 2 BEI JULI LR RR E 
AN. 

已 经 证 明 , 带 多 种 选择 标志 的 共 转 染 可 提供 有 关 转 巢 过 程 的 信息 ,并 扩展 了 我 们 应 用 
这 种 技术 探讨 问题 的 范围 。 用 于 这 种 实验 的 一 个 常见 的 标志 是 k 基因 , 它 编 码 胸腺 喀 喧 
激酶 ,该 酶 人 崇 化 胸腺 喀 啶 核 苷 三 三 酸 合成 过 程 的 -个 重要 步 又 。 

当 用 一 个 含有 tkt 基因 的 DNA 片段 和 GX174 基因 组 的 DNA 混合 物 转 染 k -细胞 
时 ,所 有 的 区 "转化 子 皆 含有 两 种 供 体 序列 。 这 是 一 个 有 用 的 实验 结果 ,因为 它 通 过 与 一 
个 选择 性 标志 的 共 转 染 使 一 个 非 选 择 性 标志 程序 化 他 引入 到 细胞 中 。 

tk 和 X174 序列 的 排列 在 每 一 个 被 转 染 的 细胞 穆 中 是 不 相同 的 ,但 它们 在 细胞 株 
的 繁殖 过 程 中 保持 不 变 。 供 体 序列 经 常 以 许多 拷贝 的 形式 存在 ,其 数量 随 细 胞 株 的 不 同 
W, ETRE X174 和 r 基因 序列 。 在 选择 人 性 压力 的 作用 下 ,被 转 欧 的 序列 
的 扩 增 会 引起 所 有 供 体 序 列 的 拷贝 数 同时 增加 。 因此 这 两 种 类 型 的 供 体 序列 在 转 染 过 程 
中 发 生 相 互联 接 并 在 此 后 经 历 同 样 的 命运 。 

为 了 进行 转 染 实验 ,加 到 受 体 细胞 中 的 DNA 量 可 道 过 加 入 一 种 额外 的 “载体 DNA" 
(一 种 DNA 制品 ,常常 来 自 链 和 鱼 的 精子 } 而 增加 。 经 证 明 ,被 转 染 的 细胞 发 现 有 位 于 选择 
序列 两 侧 的 载体 DNA 序列 。 因此 , 转 染 似乎 是 被 一 个 大 的 结构 单位 所 介 导 ,其 组 成 为 一 
个 存在 于 供 体制 品 中 所 有 序列 相互 连接 的 长 序列 。 

补 选 择 性 标志 所 转 染 的 细胞 的 回复 子 失去 了 所 有 的 这 些 序列 ,因此 似乎 被 转 康 的 组 
胞 只 获得 一 个 单一 的 大 的 结构 单位 。 这 -- 结 构 单 位 由 供 体 序列 相连 接 而 形成 , 转 染 结构 
单位 的 长 度 大 约 为 1000 kb, 

由 于 供 体 单 位 的 这 种 长 度 , 我 们 不 能 由 印迹 实验 来 确定 它 是 否 在 物理 上 连接 到 受 体 
的 染色 体 DNA 上 (相关 的 末端 片段 的 相对 比例 太 小 )。 看 起 来 可 能 是 第 一 阶段 是 建立 不 
稳定 的 染色 体外 的 单位 ,接着 通过 整合 到 染色 体 中 而 获得 稳定 性 。 

原 位 杂交 实验 可 被 用 来 显示 转 染 细胞 中 有 供 体 整合 到 细胞 的 染色 体 中 。 任何 一 个 细 
胞 原 只 有 单 -- 的 整合 位 点 ,并 且 每 个 细胞 株 的 整合 位 点 缘 不 相同 。 这 表明 对 整合 部 位 的 
选择 可 能 是 一 个 随机 过 程 ,有 时 它 和 染色 体重 排 相关 。 
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yl E DNA ŽA UR GRAI DNA 设 有 任何 序 佑 的 柑 关 性 。 和 整合 涉 太 到 好 入 的 
DNA 和 某 皮 组 的 随机 位 点 之 间 的 -- 种 非 回 洲 性 各 组 的 过 程 .重组 过 程 可 能 由 在 染色 体 
上 3 引 大 “全 型 链 的 断 纲 而 引发 ,该 引发 过程 可 能 是 通过 DNA 修复 央 的 作用 而 实 更 的 ,此 
RE HT E S HEUUE DNA PELO BEC PTS GE 

转 染 技术 一 个 令 人 振 伪 的 发 展 是 它们 可 用 于 将 基因 引入 到 动物 体内 ,由 于 外 源 性 
DNA 的 加 入 而 获得 新 的 遗传 作息 的 动物 称 为 转基因 动物 直接 注 信 DNA 的 方法 可 被 用 
于 必 的 卵子 ,携带 所 需 基 央 的 质粒 可 被 注入 到 印 母 细胞 核 或 受精 卵 的 原核 Lf SE BRE 
ii AHAA AA. REPE iL ep FU EE m C teig T ANRE DNA, Bn E A RS 
TCU FUE E EE 

SET foe METAL npn , 71) 32 [1 SO ARE "e qa e ove Gr E do SURE DNA 拷贝 ,这 些 拷 
Vis TIFA Nr EE TET 2ETÉ RE ROT DA OR AIC Jy sx. 这些 实验 的 通常 结 
条 足 :被 注射 的 鼠 小 部 分 [何如 , 约 1 多 ?携带 转 庚 序列 。 通 常 ,质粒 的 许 才 持 贝 以 串联 的 
形式 被 刺 合 到 染色 体 的 单一 位 点 , 棋 凡 的 数量 为 1 一 150， 并 且 这 些 搁 贝 可 能 以 亟 德尔 基 
HAE (Mendelian loeua) 的 形式 跟 传 给 后 代 . 

SUMI - 点 十 通 过 转基因 动物 的 实验 林 以 探讨 基 内 的 独立 性 区 此 和 它们 所 在 部 位 相 
大 的 区 域 敏 应.， 如 果 我 们 选 拌 一 个 基因 ,并 包括 它 西 侧 的 含有 已 知 调控 元 件 的 序列 ,在 基 
内 组 内 它 能 不 爱 所 在 位 置 的 影响 而 独 了 地 表达 吗 ” 换 徊 活 说 ,调控 元 件 是 独 空地 行使 其 
功能 还 号 基因 表达 还 受 其 他 内 素 的 控制 ,例如 ,对 位 于 染色 体 结构 威 的 一 个 适当 的 位 置 需 

被 转 染 的 基 内 是 以 适当 的 发 育 特性 被 表达 的 吗 ? - 般 的 厚 列 似乎 是 存在 -- 个 适当 调 
控 的 合理 模式 ; 转 染 的 基因 一 般 在 适当 的 细 胸 里 并 且 在 通常 的 时 间 被 表达 。 然 而 .有 一 些 
例外 ,在 有 些 情况 下 转 染 的 基因 在 -- 个 不 适当 的 组 织 内 被 表达 。 

在 被 注射 的 鼠 的 后 代 , 供 体 基因 的 表达 是 相当 不 同 的 ; 它 可 以 完全 消失 ,有 一 些 减 少 ， 
x HH. 即使 在 原来 的 亲 代 ,基因 法 达 的 水 平 同 串联 的 插入 基因 的 数 日 也 不 相关 。 
WITHA- - 些 基因 具有 活性 .除了 多 少 基 因 挡 由 能 够 被 活化 的 问题 外 ,影山 调控 的 一 个 
AR KC HT RE i E RH ADA E CEPR GA S üt P5 D ORG wur E mH A E e E 68 US] 
TEH 

基因 表达 的 变化 和 什么 有 关 昵 ? PRAI DS E 于 被 整合 的 反 转 录 病 于 基 
因 组 )，- -种 常常 被 计 论 的 可 能 性 是 整合 的 位 点 其 有 重要 影响 。 如 果 一 个 基 赂 被 整合 到 一 
个 滞 性 区 内 , 它 吕 能 被 表达 ,但 如 凡 被 整合 到 染色 质 的 其 他 区 域内 , 它 可 能 不 被 表达 。 5 
一 个 可 能 性 是 发 生 外 遗传 的 修饰 ;例如 , 申 基 化 类 型 的 变化 可 能 与 活性 变化 有 关 。 另 外 ， 
在 亲 代 具有 活性 的 耶 些 基因 ,看 于 代 有 可 能 被 缺失 或 得 到 扩 增 。 

注入 基因 的 作 肛 的 --- 个 最 普 的 例子 来 自 种 特殊 的 转 基 内 鼠 , 该 鼠 来 源 于 用 MT IS 
动 子 和 大 鼠 生 长 激素 的 结构 基因 的 融合 序列 所 转 染 的 匈 细 胞 。 Ae Se AES BLA Hec 
IKE ERR BUS JL d 音 , 此 种 鼠 可 长 到 大 约 正常 鼠 两 倍 的 大 小 ， 

BOM MEER SES] A np SS Bio 8 E E 含有 SV40 ALBI fj R RO VR F3 G P C P REESE ER 
HEMGEZLRIEX T Rit Vt ECT RE RE DS OE E E TE ILLI IURI DERE S TAA PURER 
毒手 期 区 域 编码 的 重 白 质 的 不 回 剪 按 产 物 ;它们 有 具有 转化 培养 细胞 为 肿瘤 千 成 表 型 的 能 
A). 此 种 转基因 鼠 的 存活 期 常常 小 于 6 个 月 ,这 是 脑 肿 瘤 的 形成 所 引起 的 , 有 时 肿瘤 也 
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可 发 现 二 胸腔 和 肾脏 。 不 间 的 净 菇 因 可 被 册 于 产生 上 其 有 不 同类 型 癌症 的 饼 , 这 使 制造 各 
种 模型 系统 成 为 可 能 。 鲁 如 ,在 一 个 活性 局 动 子 的 控制 下 的 mye 基因 的 引信 可 引起 腑 癌 
和 其 他 肿瘤 的 形成 。 

信 性 细胞 中 , 峡 陷 的 基因 能 否 利 用 转基因 技术 用 有 功能 性 的 基因 代 桂 ?一 个 成 功 的 
例子 是 对 性 功能 低下 thypogonadal,hpg) 鼠 的 治疗 。hpg BUS — TX T. 30 kb DNA 片段 
的 缺失 ,这 使 编码 促 性 腺 激素 释放 素 {gonadotropin-releasing hormone,GnRH) 和 与 GnRH 
由 关 的 多 肤 (GAP) 的 多 蛋白 (polyprotein) 前 体 基 因 的 末端 部 分 丢失 ,其 结果 使 鼠 失 去 生 
育 能 为 。 

当 一 个 完整 的 Apg 基因 通过 转基因 技术 引 人 到 鼠 体 内 之 后 , 它 即 在 适当 的 组 织 中 得 
到 表达 。 通 过 实验 引入 基因 到 hipg Ahpg 纯 合 子 突 变 鼠 中 ,由 此 产生 的 鼠 是 正常 的 。 这 下 
明 ,在 正常 的 调控 机 制 下 ,转基因 与 正常 的 等 位 基因 的 表达 是 没有 区 别 的 。 

日 前 ,应 用 这 种 技术 治疗 遗传 缺陷 病 的 障碍 是 基因 必须 引 人 到 上 一 代 的 生殖 细胞 之 
中 , 它 的 表达 能 力 是 不 可 预料 的 ,并 且 所 转基因 有 可 能 只 在 一 小 部 分 转基因 动物 中 被 充分 
表达 。 大 量 的 基因 能 被 引入 到 生殖 细胞 中 ,它们 的 表达 不 稳定 ,而 基因 的 过 表达 有 可能 对 
动物 有 和 害 。 

例如 ,在 hpg 鼠 的 实验 中 ,被 注射 的 250 个 鼠 卵 只 产生 2 个 带 有 完整 的 hpg 基因 的 
HEAR, RE REARS 820 多 个 该 基因 的 拷贝 。 在 48 个 转基因 BLUE Cm, RA 
20 个 保留 育 转 人 基因 的 特性 。 转 入 的 基因 能 蔡 代 谈 失 的 内 源 性 hpg 基因 。 因 此 ,通过 转 
基因 途径 产生 的 基因 替换 只 在 限定 的 条 件 下 才 是 有 效 的 。 

DNA 直接 注 人 的 缺点 县 多 拷贝 的 引 人 及 其 不 稳定 的 表达 ,并 且 因 为 有 可 能 使 宿主 


体 基 因 的 反 转 录 病 毒 载体 ， 一 个 原 病毒 拷贝 插入 到 一 个 染色 体 的 位 点 ;而 且 不 引起 任何 宿 
E DNA 的 重 排 。 也 可 以 在 细胞 的 林 同 发 展 阶段 对 其 进行 处 理 , 这样 能 针对 -种 特殊 的 
体 细胞 组织 , 俱 是 感染 牛 殖 细胞 是 很 困难 的 。 

制造 转基因 鼠 的 一 个 有 效 的 技术 是 采用 胚胎 TA (embryonic stem, ES) , 它 来 自 于 
鼠 的 四 泡 (产生 于 家 细胞 植 人 子宫 之 后 ,胚胎 发 宵 的 早期 阶段 )。 DNA 以 通常 的 方式 转 荣 
ES 细胞 (常常 通过 微 注射 或 电 穿 孔 }。 通 过 利用 -个 携带 附加 序列 (例如 ,-- 个 药物 抗 性 
标志 或 某 种 特殊 的 酶 } 的 供 体 ,使 已 经 获得 供 体 的 ES 细胞 的 选择 成 为 可 能 。 另 一 种 方法 
是 可 利用 PCR 技术 确定 供 体 DNA 基 否 成 功 地 插 和 人 被 转 染 的 ES 细胞。 通过 这 些 方法 ， 
可 获得 一 个 ES 细胞 群体 ,其 中 携带 标志 的 细胞 占 很 高 比例 ， 

这 些 ES 细 胸 然后 被 注射 到 受 体 胚 泡 中 ,它们 能 参与 胚 泡 正 常 发 育 的 能 力 构 成 了 该 
技术 的 基础 。 BE TRUSCREA, SCARE RU, £8 E — 138 DER RHET BD DES — A E RR RE 
RUE — ELH IRER E FA UOS BE URL, CAS PU ER SURE T BERE AS ES 28H. fd: 
于 受 体 胚 泡 和 衍生 于 被 注 人 的 ES 细胞 的 成 年 鼠 组 织 的 比 栅 是 相 当 不 同 的 。 如 果 利 用 一 
个 可 见 的 标志 (如 表皮 颜色 基因 ) , 则 每 种 类 型 细胞 的 组 织 区 域 可 用 肉眼 观察 到 。 

为 了 鉴定 ES 细胞 是 否 能 分 化 成 生殖 细 胸 , 可 用 徐 合 鼠 与 一 个 缺乏 供 体 特性 的 鼠 进 
行 交 配 。 任何 有 供 体 特性 的 后 代 一 定 是 从 注射 的 ES 细胞 分 化 的 性 网 胞 卫生 而 来 。 通 过 
这 种 方法 ,-- 个 完整 的 鼠 可 由 一 个 初始 的 ES 细胞 产生 。 

这 些 技 术 的 进一步 发 展 使 获得 一 个 同 源 性 重组 体 成 为 可 能 。 同 源 性 重组 的 一 个 特殊 
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LIS RDE EIRA JETE, RE 16 Br. -个 野 

uy ERCI LIO UE TTE " : 
CN 7€ € ^ 生 型 基因 通过 畏 入 的 -AE I OS RO PUER 
而 被 修仙 ;最 常 用 的 标志 序列 是 No 基因 , 它 可 提 
供 一 种 对 G418 药物 的 抗 性 。 此 外 , 另 -- 种 标志 被 
人 Te svs a 各 入 到 沪 某 因 的 - 端 ,例如 , 帖 告 病毒 的 TK AER. 
\ 当 此 DNA MESLA B] 个 ES 缠 胞 时 , 它 可 以 通过 同 
CM M T1 HUNE EERST EAER, Jn 
重组 插入 整个 序列 单位 ,包括 木 端 的 TK TEIL IR 


Lili dez] A dd: A, Vea $0 PLIL 


全 并 分 离队 MEIN Ac JH] LE REL 2 [i] FP 60] n e, HAT E A KC RI 
CN AA rr meme KEARE, EDGL SURE AKARTA 
t 1 过 获得 Neo 抗 性 和 缺乏 TK 活性 而 被 鉴别 ( IK 基 
. 因 可 引起 对 药物 gancyclovir SU), n SERI -- bu 

€ uS E F 


qm fud TK 不 方 使 的 话 ,可 通过 PCR IE mi (sj 
HSY 7 Mp FIERE ATÆ DNA d SEMIS. Dd 
N 组 的 舌 雍 大 约 为 10 ,这 可 能 小 于 全 部 重组 事件 的 
UN 本 FT E. NEN (5. 
iiis MAREEA NA 外 显 子 中 Neo 基因 的 存在 干扰 转录 ,因此 产生 
ài il n | MAP AA wo “个 失效 的 等 位 基 8. TERR RE AE LA RT DL 3 sf it 
MIR 4 SUA TK H wien FO XEGX RR knock out) ，: 旦 获得 带 有 一 失效 等 位 
WEAYOEBIREUEROCIMEDTRCRT. — IEDIRTEL BIRD SERIES TUE SE GT S 3E 
分 有 用 的 技术 ,通过 它 本 以 研究 :个 特定 的 基因 是 
碍 上 分 重要 的 ,和 它 的 囊 失 使 动物 的 娜 些 功 能 发 生 率 总 。 
引信 新 DNA 序列 的 一 个 先进 的 方法 是 通过 利用 果 蝇 P 元 件 来 实现 的 ，. 一 个 的 带 所 
TARRAA 忆 元 件 同 - -个 完整 的 P 元 件 -起 被 注射 到 豚 眙 的 前 贱 盘 中。 完整 的 也 
汇 件 提供 转 座 隆 . 它 不 仅 识别 完整 P 无 件 本 身 的 末端 市 及 也 识别 缺陷 户 TRH, X 
样 , 任 种 或 两 种 亢 件 可 被 插入 到 基因 组 中 ， 
RAE P DNA 术 端 之 间 的 序 到 能 被 揪 入 ,在 其 现 侧 的 序列 厅 是 辖 肉 于 的 组 成 部 分 . 
这 种 技术 的 优点 其 在 此 过 程 中 ,只 有 - -个 剃 的 元 件 谈 插 入 ,因此 ,转基因 的 果 絮 通常 强 
携带 - :个 外 源 基因 的 拷贝 ,这 对 分 析 它 的 属 必 有 和 夕 大 的 帮助 
访 用 这 种 方式 引入 的 元 种 基因 溺 显示 同样 的 属性 ， 它们 只 在 道 当 的 组 织 和 发 育 的 适 
当 阶 段 被 表达 ,并 旦 表达 与 搬入 的 部 位 讯 关 。 
所 以 对 果 蝇 来 说 ,基因 座 木 身 可 能 含有 调节 基因 表达 所 需 的 全 部 信息 并 且 可 能 丰 对 
的 不 受 外 界 干扰 。 
这 些 实验 表明， 由 培养 细胞 到 动物 皆 可 作为 研究 对 象 来 考察 调控 的 特性 。 引 人 DNA 
到 基因 型 (genotype) 的 可 能 性 允许 我 们 对 其 加 以 改 玫 ， 加 入 在 体外 经 过 特别 修饰 的 新 基 
[8 ,或 灭 活 存 在 的 基因 。 这 样 使 描述 组 织 特异 基因 表达 的 特性 成 为 可 能 。 最 终 ,我 们 可 以 
利用 定位 的 方式 , 奉 换 基因 型 中 的 读 聊 基因 


(GEEH) 
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第 十 二 章 ”免疫 多 样 性 产生 的 机 制 
第 一 节 概 aU 


侈 疫 系 统 台 抗原 识别 的 能 力 依 赖 于 于 细胞 产 竺 的 抗体 和 工 细 胞 产生 的 抗原 受 体 
(T-cell receptor, FCR) - 熏 然 工 细胞 和 了 细胞 识别 抗原 的 方式 相当 不 同 ,但 两 种 细胞 寿 体 
畦 能 识别 相当 广 范 围 的 抗 世 .尽管 抗体 和 十 细胞 党 体 之 间 有 很 大 差别 ,但 每 种 类 型 分 子 
产 牛 各 样 性 的 细胞 和 分 站 过 程 是 十 分 相 亿 的。 本章 集中 阐述 免疫 系统 产 持 大量 的 ,其 有 
不 同 玖 撤 康 特异 性 的 抗体 和 人工 组 胞 抗原 受 体 的 方式 。 

RE RR GALT EI RE E ,能够 提供 足够 的 不同 结 台 位 点 ,以 识别 环境 中 数 以 干 
万 计 的 抗 应 分 子 类 型 ， 秤 类 免疫 球 贷 白 都 有 “个 特征 性 的 效应 区 ,如 IgE 能 与 肥大 细胞 
Ait f) FC A DEAE £r Lui IgG 能 与 存 噬 细胞 结合 - 据 估 计 ，- 个 人 产生 鸭 不 同类 型 抗体 的 
数 H 比 体内 车 他 种 类 重 白 质 的 总 和 人 壕 多 。 事 实 上 ,我 们 体内 产生 的 各 种 抗体 数 多 于 基 央 
组 基 内 总 数 。 免 线 球 盘 白 的 多 样 性 是 如 何 产 后 了 攀 昵 ?在 过 去 的 若干 年 中 ,关于 抗体 如 何 
六 生 的 理论 ,已 经 发 生 了 很 人 改变 . 们 令 信 惊奇 的 星 ,Ehrlich 在 1897 FH di ds Ip ot Ea id 
$ (side-chain hypothesis), 十 分 接近 当前 的 理论 {图 [2 D. 

除了 他 认为 同 -细胞 上 可 有 几 种 不 同 的 受 体 侧 链 
os 之 外 ,他 的 蔽 原 庆 导 选择 的 观点 ,很 接近 日 前 吉隆 选择 
(MO ”的 理论 。 


一 、 免 疫 球 蛋白 形成 的 理论 


Ehrlich 的 观点 提出 后 ,情况 变 得 复杂 化 了 。 当 时 


7 


Ms s 为 ,通过 自然 选择 ,免疫 系统 能 保持 针对 所 有 这 些 新 
| 人 q 的 ,人 工人 台 成 的 化 台 物 的 抗体 全 部 基因 是 不 可 能 的 。 
这 样 就 导致 了 指令 假说 的 提出 ,该 峙 说 试 为 ,有 -种 可 

图 12 -1 Ehrlich 的 俩 链 理论 ERNES 子 ,该 分 子 在 抗原 的 作用 下 ,能 形成 一 个 与 
ed 抗原 互补 的 结合 部 位 。 随 着 50 年 代 到 60 年 代 分 子 生 
JENEHEAXE. MMAM AN 物 学 领域 的 KER i, M © MP (instructive hypothe- 
srame targ geyoyp s SS) TERRA AER, DEUE E e 8 A NUR GE 
DUE AREA Eb RA Ta 拌 性 假说 。Jerne 和 Burnet 提出 了 克隆 选择 的 理论 ,他 
FERAE ,以 及 在 接触 抗原 之 前 ,免疫 夭 统 们 沁 为 ,每 个 淋巴 细胞 只 产生 一 种 免疫 球 蛋 白 , 抗 原 选 

能 产生 柑 应 受 体 的 想法 : 择 并 刺激 携带 这 种 免疫 球 重 白 的 细胞 。 
但 是 抗体 多 样 性 问题 仍 有 待 解决 。 一 种 解决 方法 
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多 个 上 基因 体 细 胞 突变 rn a ra 组 


图 12-2 抗体 多 样 性 的 产生 
免疫 系统 在 免疫 球 盖 白 的 H 和 工 链 中 产生 不 隔 V 区 的 二 种 机 制 :01) 寺 个 基因 ”有 大 量 不 同 的 基因 4 VY1 一 
1 每 一 个 基因 编 色 一 个 V 区 的 结构 域 ,(z) 体 细胞 突变 在 了 顷 胞 个 性 北 育 过 程 中 ,一 个 床 始 的 VW 基因 发 
生 况 变 ,因此 在 不 局 的 台 绍 移 克 隆 中 产生 不 同 的 基因 ;43) 伍 细胞 的 重组 ”在 卫 绸 抱 个 体 发 月 过 程 中 ,许多 基因 
片 朋 { 开 一 于) 能 与 V 区 基因 发 生 重 组 。 因 此 重组 基因 编码 的 重 鼎 质 中 所 人 洛 的 成 分 是 由 不 同 的 枯 网 片 苔 编码 。 
在 哺乳 动物 体内 ,抗体 多 样 性 的 产生 涉及 到 上 述 所 有 三 种 机 制 。 


是 ,假定 存在 针对 每 种 抗体 特异 性 的 不 同 基因 。 这 就 立即 产生 一 个 问题 ,观察 一 个 轻 链 的 
结构 ,其 氮 基 酸 序列 一 半 是 可 变 的 , 另 一 半 是 恒定 的 。 相 似 的 情况 也 见于 重 链 , 重 刍 的 四 
分 之 一 是 可 变 的 ,其 余部 分 是 恒定 的 。 如 果 存 在 这 样 多 的 基因 的 话 ,恒定 区 序列 的 值 定 性 
是 如 何 维持 的 呢 ? Dreyer 和 Bennett 提出 一 个 解决 问题 的 方法 ,他 们 认为 , 链 的 恒定 区 和 
可 变 多 分 别 由 不 同 的 基因 编码 。 一 个 或 几 个 基因 编码 恒定 区 (constant region,C)。 可 变 
区 (variable region,V7 则 由 许多 基因 编码 。 在 这 种 情况 下 ,该 理论 只 需要 解释 密 个 可 变 区 
的 问题 。 体 细胞 突变 的 观点 ,为 多 样 性 问题 提供 了 一 种 解释 。 该 观点 认为 ,在 性 细胞 中 有 
相对 较 少 的 基因 ,但 在 人 的 一 生 中 ,能 产生 许多 突变 的 基因 。 辣 时 他 们 还 认为 ,许多 基因 
片段 可 以 重组 ,产生 一 个 完整 的 V 基因 。 这 样 就 有 三 种 产生 多 样 性 的 学 说 ; 

(1 种 系 学 说 该 学 说 认为 在 性 细胞 内 有 多 个 V 区 基因 。 

(2) 体 细胞 突变 学 说 该 学 说 认为 在 个 体 发 育 过 程 中 体 细胞 发 生 突 变 获 得 大 量 突 
变 基 因 。 

(3) 基 因 重 组 学 说 体 细 胞 基因 片段 间 的 重组 形成 V 区 基因 。 

现在 知道 ,哺乳 动物 利用 上 述 所 有 三 种 机 制 产生 多 样 性 (图 12 ~ 2)。 

有 趣 的 是 , 饲 鱼 依 束 体内 大 量 抗 体 基 因 , 而 不 发 生体 细胞 基 央 重组 ; 鸟 类 有 较 少 数目 
的 抗体 基因 ,但 这 些 基 因 发 生 很 高 水 平 的 基因 转换 。 如 后 边 将 要 讨论 的 ;通过 轻 链 和 重 链 
的 随机 配对 ,以 及 VDJ 重组 过 程 中 一 些微 细 的 变化 ,可 引 人 更 多 的 多 样 性 。 


二 、 免 疫 球 蛋白 的 变异 性 


免疫 球 蛋 白 由 重 链 和 轻 链 组 成 , 轻 链 有 两 种 :或 。 实 际 工 ,任意 一 个 轻 链 能 与 任 

意 一 个 重 链 相 结合 ,所 以 抗 康 结合 部 位 的 可 能 数目 是 重 链 和 轻 链 数 自 的 乘积 。 免 疫 球 蛋 

白 的 多 样 性 部 分 来 自 这些 不 同 多 肪 链 之 问 的 结合 。 例 如 ,如 果 有 10+ 不 同 的 轻 链 , 每 一 个 

能 和 10" 不 同 的 重 链 中 任何 一 个 相 结 合 , 这 样 在 理论 上 就 产生 108 不 同 的 抗体 特异 性 。 因 
- 387 ^ 


为 它们 分 别 由 木 同 的 染 鱼 体 编 码 ,所 以 每 条 上 肘 链 多 样 性 产生 的 机 制 是 不 同 的 ( 表 12 -1)。 
312-1 MHC 和 抗原 县 体 基因 的 染色 体 定位 


a 
IgH 12 l4 
m 16 l 22 
k 6 2 
TCRa 14 14 
TCRA b 6 7 
TCRY 13 7 
加 TCR — 14 14 
MHC n 6 
MAREE 2 IH I5 


WPR E ALIS LACRL RUSO [e] E PE d eu be En ir . 
ORE IPURIOGEEERERLTE QUI jf HA-A TARRE TCRA EA, EET TCR AEREA, 


同型 变异 AARNE RE 个 体 基 因 型 变异 
ni P 


(3) 


图 12 3 免疫 球 重 白 结构 的 变异 性 
所 有 的 免疫 球 蛋 白 党 有 基本 的 四 链 结 构 , 免 疫 球 蛋白 的 变异 性 有 三 种 类 型 ， 
(1) 同 种 型 变异 是 指 一 个 物种 所 有 个 体 的 性 细胞 中 的 重 链 (1.8、y.e、a) EE CIgk 20 88V. IX EIER CERO 
的 差异 ;{2) 辣 种 异型 蛮 异 ”是 指 种 内 等 位 基因 的 变异 性 ;(3) 个 体 革 办 型 变异 是 措 抗原 结合 部 位 ,特别 是 高 
变 区 片段 的 多 样 性 。 


免疫 球 蛋 白 的 多样 性 也 源 于 分 子 内 部 许多 部 位 的 差异 (图 12 - 3) ,这 里 我 们 首先 讨 
论 与 抗原 结合 部 位 多 样 性 有 关 的 个 体 基因 型 的 差异 。 

Kabat 等 分 析 了 许多 重 链 和 轻 链 可 挛 区 的 毛 基 酸 序 列 。 为 了 得 到 相同 抗体 ,他 们 对 
杂交 瘤 (一 种 产生 单 克隆 抗体 的 B 8 ze e ttr ,结果 发 现 , 轻 链 的 变异 性 集中 
在 三 个 高 变 区 ,其 两 侧 是 相对 信 定 的 结构 框架 。 后 来 证 明 ,这 些 高 变 区 正 是 与 抗原 接触 的 
部 位 ,被 称 为 互补 决定 区 (complementarity-determining region, CDR). 

Fit, ANA REANA AEEA 轻 链 抗 体 的 数目 低 于 5% ,因此 多 样 性 相 
XP JS (x EIS DS BUDE RB PEEL BS Va 基因 }。 他 们 分 析 了 19 个 轻 链 的 序列 ,其 中 有 12 
个 是 相同 的 ,另外 的 7 个 不 同 ,并且 它们 之 间 只 有 少数 几 个 残 基 有 差异 (图 12-4), 

H CDR 两 侧 的 变异 性 为 背景 , 重 链 的 变异 同样 集中 在 三 个 高 变 区 (图 12 ~ 5)。 重 链 的 
结构 框架 (在 CDR 之 间 的 序列 ) , 按 着 它们 序列 的 相 局 性 或 相似 性 分 成 不 同 的 组 (图 12 - 6). 
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Hi12-4 入 轻 链 的 变异 性 
Ek 7 BRL 蔡 山 部 下 白 氢 基 本 序列 ,空白 位 置 表示 与 原始 序列 (MOPC 104E) 相 同 ,黑色 部 分 表示 和 原始 序 
列 不 同 。 产 生 已 知 气 其 瞬 结 构 改 次 所 带 的 相应 DNA 序列 中 斑 基 数目 的 改变 ,在 右 笛 标明 。 下 面 为 轻 链 变异 
性 的 另 一 种 表示 方法 ,其 纵 座 标 由 已 知 位 置 上 不 同 的 氨基 柄 数目 除 以 最 常见 的 氨基 柄 出 现 的 频率 而 得 出 。 第 
头 表示 在 某 些 位 置 上 窑 在 额 让 的 氢 莽 柄 。 


重 链 的 150 
变异 性 
100 


50 


H12-5 重 链 的 变异 性 
Kabat 等 指出 重 链 的 变异 性 集中 在 重 链 可 变 区 的 三 个 部 位 。 
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图 12-6 A3mEE VITA 
Ei» 6 种 属于 VULT AAAA A SE N TRI 的 个 所 基 酸 组 成 与 原始 序 别 TEL AS GARS RERIEBOCREOEM S 
TEI RB), TE TEILT EL fir e E LAS [ol EO CRISIS FC HE CS ,并 用 氢 基 酸 编 写字 母 标 明 氨 基 开 的 种 类 ,每 种 重 链 的 不 
HAEREA MIARE CDR- 1 和 CDR-2 区 ,第 三 个 高 变 区 在 此 图 未 表示 。 


第 二 节 ”免疫 球 和 蛋白 基 因 的 重组 和 体 细 胞 突变 1142,45-10,103] 
一 、 轻 链 基因 v 和 .片段 的 重组 


70 年 代 DNA 重组 技术 的 出 现 , 使 分 析 编 码 抗体 基因 的 愿望 成 为 可 能 。 因 为 恨 的 )1 
的 多 样 性 较 少 ,所 以 工作 首先 在 鼠 的 AL 系统 进行 { 鼠 有 4 个 同型 4 基因 ,依次 排列 在 
HAE, DAA A ~i): 现 已 发 现 便 定 区 和 可 变 区 是 由 两 个 不 同 的 基因 片段 编码 。 在 
不 产生 抗体 的 细胞 中 ,在 染色 体 上 ,这 些 基因 片 跋 徙 此 远离 。 但 在 产生 抗体 的 细胞 中 , 它 
们 靠 的 很 近 。 然 而 ,即使 在 完全 成 熟 的 分 化 的 B 细胞 中 ,它们 仍 被 大 约 1 500 个 碱 基 对 隔 
离 。 在 被 重 排 的 染色 体 上 ,V 和 C 片段 之 间 , 有 一 个 较 短 的 和 V 片段 相连 的 DNA 片段， 
被 称 为 上 片段 (joining segment, XER: J 片段 不 应 当 与 在 IgM $1 — XE fk IgA 中 的 J 链 
相 混 请 )。 
(1D)X 链 系统 的 结构 ”编码 抗体 轻 链 V 区 氨基 酸 残 基 0—05 的 是 Và. 基因 片段 ,由 
JA 基因 片段 编码 了 区 的 其 余部 分 (图 12 -7)。 
鼠 类 中 ( 非 人 类 ),》 轻 链 系统 基因 片段 的 总 数目 ,与 其 他 免疫 球 蛋 白 或 T A d SEDE SE 
注 座 相 比 是 有 限 的 。 已 经 发 现 有 3 个 VA 基因 片段 和 4 个 Ja-CA 片段 (图 12 - 7), 其 中 J 
HE D 是 一 个 假 基因 。 重 组 几乎 总 是 在 一 个 V.C 片段 区 内 进行 ,所 以 只 有 4 种 结合 
的 可 能 性 。 它 们 分 别 是 VA2 -JA2, VAX -12, VAI - JA3 和 Val -JIRE 12-7)。 每 个 
V 片段 的 前 部 有 一 自信 号 或 前 导 序 列 编 码 链 上 的 一 个 短 的 琉 水 氨基酸 序列 ,该 序列 将 
入 链 引导 并 定 倍 于 内 质 网 。 前 导 序列 在 内 质 网 中 被 切除 ,然后 抗体 分 子 进入 到 细胞 内 分 
和 390 , 
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图 12-7 RENER 
在 了 和 细胞 分 化 的 过 程 中 ,性 细 胸 中 的 Va 基因 之 一 和 相连 的 -- 个 J 基因 片段 重 给 ,形成 一 个 V 重组 体 。 重 排 
的 基因 被 转录 成 RNA 的 初级 转录 物 { 合 内 合子 .外 显 子 和 一 个 polyA) SESEME BUE ILU BS mRNA, foa kk 
HHR T. 


(2k 链 系 统 的 站 构 。” 该 系统 有 较 多 的 V. 基因 ,因此 即使 只 有 一 个 恒定 区 基因 ,也 
有 较 高 的 多 样 性 {图 12 - 8)。 腾 胎 细胞 或 非 淋 巴 样 细胞 内 ,大 约 有 350 个 Vie EIS ERE, 
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H12-8 MusERUTÉRR 
了 细胞 分 化 过 程 中 ,性 岗 胞 DNA( V1~ Vs) 中 的 几 个 Ve 基因 中 的 一 个 ,与 一 个 Je AER GRE — I3) RUE 
EH. BARAR- A DNA 片段 ,镇 转录 或 一 个 初级 RNA RRA AA taR] 片 限 和 内 合子 组 成 
的 长 间隔 序列 。 该 转录 物 被 前 切 后 ,外 曼 子 部 分 相连 , 变 成 成 熟 的 mRNA, OE REESE ELE RR et EE, 
J 吧 基因 租 乏 进行 重组 必需 的 碱 基 序 列 。 因 此 , 它 实际 上 是 一 个 内 入 子 。 该 图 所 示 , 只 是 许多 可 能 的 重组 类 型 
中 的 一 种 。 


在 染色 体 上 与 Cx 基因 有 一 定 距 离 。 鼠 Ve 基因 片段 似乎 被 组 成 一 定 的 系列 ,每 个 系列 内 
BATTER., Ve 基因 和 C 基因 之 间 , 靠 近 C 基因 ,是 5 个 Je 基因 ,其 中 之 一 是 起 其 


IH- 


因 ,从 不 表达 。 

在 淋巴 细胞 分 化 时 ,DNA 重 排 ,一 个 V 基因 与 一 个 了 基因 相连 ,以 这 种 方式 产生 的 
链 可 变 区 的 可 能 数 月 大 约 是 1400(350x4)。 重 排 后 ,在 基因 和 C 基因 之 间 仍 然 有 一 个 
内 含 子 。 这 一 整 段 DNA( 由 前 导 序 列 到 C 基因 末端 ,包括 内 会 子 ) 被 转录 成 不 均一 核 
RNA(hnRNA) 即 未 成 熟 的 mRNA ,然后 经 过 前 接 过 程 除去 内 含 子 , 成 熟 的 mRNA 经 翻译 
PUES HE, 


二 、 重 链 基 因 vD iJ 片段 的 重组 


重 链 可 变 区 也 是 由 V 和 J 基因 片段 编码 ,附加 的 多 样 性 由 第 三 个 DD 基因 片段 (diver- 
sity, DR BECHER 12-9), D 基因 片 眉 的 密码 子 的 数 自 和 碱 基 对 的 序列 都 是 高 度 可 变 的 。 
在 葡 聚 猪 的 搞 体 中 ,这 部 分 由 2 个 氨基 酸 组 成 ; 磷 酰 胆 碱 的 视 体 中 高 达 8 个 氨基 酸 被 揪 
和 ,而 在 抗 果 聚 糖 抗体 中 ,该 部 分 完全 缺失 。2 个 以 上 的 DD 片段 下 以 相 结合 .形成 一 个 扩 
RAG D Ea 该 口 区 可 以 被 三 种 可 能 的 可 读 框 所 阅读 ,不 产生 终止 密码 子 ,因此 也 增加 了 
EHE, 1e .30 个 性 细胞 的 D HB. 100—200 个 不 同 VH 片段 ,6 个 功能 性 的 了 基因 
片段 和 3 个 假 / 基因 片段 ,已 经 被 鉴定 。 但 是 ,研究 表明 ,事实 上 可 能 有 多 于 1000 个 鼠 的 
VH 基因 片段 。 重 链 V DAJ 片段 重组 结合 点 ,对 互补 决定 区 CDR-3 的 多 样 性 起 很 大 
作用 ,此 区 域 构成 了 抗原 结合 部 位 的 主要 部 分 。 某 些 系 统 ,例如 , 抗 葵 聚 糖 抗体 家 族 , 抗 休 
之 间 的 差别 几乎 全 部 集中 在 该 区 。 
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图 12-9 RUE VOJ 基因 重组 
重 刍 基因 座 的 三 个 基因 片段 VDJ 结合 产生 编码 YH 结构 域 的 外 显 子 (VD ÆA). JL 
RT VABI—R3 4 DAUEEE—AST] 片段 之 一 -重组 ,产生 一 个 功能 性 的 V.DJ 
EE. 该 重 排 图 所 示 , 具 是 数 下 种 可 能 性 之 一 。 


Z., VD AJ 基因 两 侧 的 序列 指导 基因 片段 的 连接 


基 估 片段 的 重组 是 产生 轻 链 和 重 链 可 变 区 功能 性 基因 的 关键 。 发 生 重组 的 确切 机 制 
还 不 清楚 ,但 已 经 发 现 一 些 特 殊 性 的 碱 基 序列 似乎 起 连接 信号 的 作用 (图 12- 10)。 

在 V 和 DD 基因 片段 的 下 游 3 端 , 有 一 个 信和 号 序列 、 它 是 由 一 个 CACAGTG TEGERE 
相似 的 序列 与 一 个 非 保守 的 间隔 序列 相连 接 AU ACAAAAACC JL BK at Rp di frg 


序列 相连 。 所 有 的 性 细胞 中 , 紧 接着 DAJ 片段 上 游 的 5 端 ,有 一 个 相应 的 信和 号 序列 , 它 
”392 * 
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12 碱 其 间隔 序列 RN 


图 12-10 重组 序列 
ARRUA PRA VJe RE ELEA V-DJ OR EE d EROS HERI ER DESEE V 和 DD 的 3 末端 与 了 种 DD 
移 引 前 端 相 匹配 的 内 合子 序 列 促进 。 这 些 序 列 之 间 的 配对 , 刷 外 显 子 相 斑 接近 。 值 得 注意 的 是 ,每 个 识 基 对 
序列 可 能 有 轻微 的 变化 ,但 是 七 率 体 一 癌 取 序 列 一 九 聚 体 配对 的 模式 不 变 , 与 DNA, MERLO DS E EE 
E. RARR S VW 区 和 J 区 DNA 被 引导 周 近 之 后 ,发 夹 式 的 连接 有 时 发 生 在 编码 草 链 的 双 链 DNA 断 端 
之 间 ( 下 图 )。 这 岩 明 ,重组 可 能 涉及 双 尾 DNA E E Bc LE PS EC BET LR 


是 由 一 个 九 聚 体 序列 .一 个 间隔 的 非 保 守 序 列 和 一 个 七 聚 体 序 列 所 组 成 。V 了 、VH 或 DD 
片段 的 3 端的 七 聚 体 及 九 育 体 序列 ,和 与 它们 重组 的 JLD 或 JH 片段 5 端的 九 率 体 及 
七 聚 体 是 互补 的 。 如 果 互 补 的 七 聚 体 和 九 聚 体 相配 对 , 则 产生 两 部 分 不 配对 的 碱 基 ,一 个 
为 12 个 碱 基 长 , 另 一 个 为 22 一 24 个 碱 基 长 ,相当 于 DNA 的 1 个 或 2 个 螺旋 周期 。 把 基 
因 片 段 连接 在 一 起 的 重组 酶 能 识别 这 一 结构 。 

重组 过 程 至 少 部 分 被 两 个 重组 活性 基因 RAG -1 、RAG -2 (recombination activating 
genes, RAG - 1, RAG -2) 所 控制 。 目 前 还 设 证 实 这 些 基因 是 否 编码 重组 酶 或 一 种 调节 
重组 的 活性 因子 。 和 但 已 证 明 在 RAG -1 和 RAG -2 3E IR ERE (knocked ou h} BE py, H 
于 不 能 产生 本 细胞 受 体 和 免疫 球 蛋 白 ,因此 体内 缺乏 成 熟 的 下 细胞 和 B 细胞 。 研 究 表 
B8 ,— Fi gi Er IR PRA Pn Hc (85) 48 BRL FP (cytokine) E1 8L BR fr 3E. 7 Gnterleukin IL 7) ,影响 
RAG -1 和 RAG -2 表达 水 平 。 
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H, vD 和 .J 基因 片段 的 连接 部 位 可 以 有 轻 度 变化 


重组 发 生 位 置 的 轻 度 差异 ,也 能 增加 抗体 的 多 样 性 。 便 如 ,k 链 的 第 95 个 残 基 通 党 

由 V 基因 片段 最 后 的 一 个 密码 子 编码 ,第 96 个 残 基 常常 由 Je 链 的 第 一 个 三 联 体 编码 ， 

但 有 时 第 96 个 气 基 酸 臧 基 由 组 全 型 三 联 体 编 码 , 该 三 联 体 只 合 Je 链 第 一 个 三 联 体 的 第 

位 和 第 三 位 或 只 是 单独 第 三 位 碱 基 ,其 它 碱 基 则 来 自 与 Y 基因 相连 的 内 信子 的 3 ii 

(m 12-11) 2UPESESCRUCE RETE AI ERZ (BB Id LOS T j^ 5E — T ID BOTE RS E, 
保持 一 个 正确 的 可 读 杠 ,如 果 阅 读 框 架 发 生 错误 , 则 产生 一 个 无 切 能 的 抗体 。 
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PC 2880 PC 6684 PC 7940 


B 12-11 EGRE X Rode RU MEME 
在 性 细胞 中 相同 的 Var 和 ETT GE HERR AA Ink T UIS A E HERI BUE ELI. PC 2880. PU 6684 和 PC 
7940 PC 2880 f 95 fi? 06 (i SE REHECHURT CCNCRA | Re KG COC 密码 子 重 组 产 咎 。 重 组 时 COC x EHE 
TARE, I Pn R RETA SU CPC 6684), MEAR ETIR, U E AR RUE USE CPC 7940). 


— HEBR TT RE t oT A Di A UA E Hr BEE K, A ER R, RAG1.2 能 识别 带 有 
12723 [RS Er] -E / JURE HR f 5 3E dx — Ae E ERA E- An, oE 
3-OH 和 5S-P 未 端 ,然后 ,游离 的 3- OH 末端 攻击 在 该 双 螺 旋 另 一 条 链 相 应 位 置 上 的 
爸 酸 栈 键 ,这 样 ,在 编码 片段 末端 的 一 条 链 的 3' 端 与 男 -- 条 链 的 3 端 共 价 相连 .产生 一 个 
发 来 结构 。 在 切口 的 男 一 侧 留 下 一 个 平头 末端 ， 

编码 区 片段 末端 的 发 表 为 下 一 阶段 的 及 应 提供 了 底 物 ,在 千 近 发 表 部 位 一 个 单 链 被 
切断 ,产生 一 个 单 链 突 出 的 末端 ,然后 经 互补 合成 产生 一 个 延长 的 编码 链 末 端 。 这 种 反应 
被 认为 是 在 编码 片段 末端 引入 了 P 核 苷 酸 ;它们 由 几 个 额外 的 碱 基 对 组 成 ,目前 还 不 知 
道 催化 该 反应 的 酶 是 什么 。 - 些 额 外 的 碱 基 也 可 以 随机 地 加 入 到 编码 区 末端 ,它们 称 为 
N ECE Be ,它们 是 在 末端 脱氧 核 芽 酸 转移 酶 (已 知 是 淋巴 细胞 内 的 一 种 活性 成 分 ,该 酶 不 
条 要 模板 ) 作 用 下 ,使 少量 核 苷 酸 加 入 到 连接 的 片段 之 间 ( 图 12- 12)。 

在 重 链 ,D 和 . 基因 片段 之 间 不 同位 置 的 连接 也 可 发 生 , 有 时 差异 可 多 达 10 TEE 
酸 (图 12 - 13)。 而 且 , 通 过 未 端 脱氧 核 音 酸 转移 酶 的 作用 ,少数 术 蔡 酸 可 以 裤 插 人 到 站 
和 JH 基因 片段 之 间 。 这 些 N 核 车 酸 的 加 入 ,被 称 为 NN 区 {non-template encoded,NN) 多 样 
性 。 鼠 随 着 年 龄 的 增加 ,末端 脱氧 核 昔 酸 转移 酶 的 活性 也 随 之 增加 ,因此 成 年 鼠 含 较 长 的 
NAE, XÉÉ,D 区 的 重组 多 样 性 是 如 此 之 明显 ,以致 于 没有 可 识别 的 残留 D 基因 片段 。 

这 些 不 同 的 机 制 - :起 确保 编码 片段 的 连接 可 以 产生 -个 序列 ,该 序列 与 V.D 和 J 
区 编码 片段 末端 直接 连接 所 产生 的 序列 不 同 。 连接 时 序列 的 改变 使 该 部 位 的 氨基 酸 序列 
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ASAH cet RAG1、2 在 每 一 个 
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AAA): | 6- aat 一 条 链 被 切 开 
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图 12- 12 HIH RRRA PA NAFRA 
(1)RAG1:2 ER — TERRE — A 66 (2) WE I 3- OH zo 3 — ik E otii t, 在 编码 片段 末 端 
产生 发 夹 结构 ;切口 的 另 一 条 为 平头 末 喘 if{3) 与 发 夹 相 连 的 一 条 链 被 切 开 反 和 堆 切 开 的 链 产 生 一 个 单 链 突出 
的 游离 末 问 ;(5) 单 链 末 端 被 补 平 ;(6) 当 编码 片 眉 末端 相连 接 时 ,额外 的 核 芽 酸 被 加 入 。 


PERKER, 
有 严重 免疫 联合 缺陷 病 (severe combined immune deficiency, SCID) R M, h F V- 
(D)-J BHRR, REPERTI TE BAN, 
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W 12-13 重组 位置 的 差异 产生 重 链 的 客 样 性 
HEUS BL ER BIS B DC DEI RE DNA FFK F)AONGERRERICT), EEMB, V.D IJ EC [STAR (2 e] 
的 重组 ,导致 氮 基 酸 序 列 的 差异 。 在 蘑 些 傅 况 下 ,( 如 MI67) ,有 多 余 的 插 人 密码 子 , 热 而 ,因为 插 人 的 碘 基 的 
个 数 为 3 的 倍数 ,因此 整个 可 读 框 不 变 。 
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五 、 体 细胞 突变 


免疫 球 蛋 白 的 轻 链 和 重 链 在 抗原 刺激 后 结构 发 生 改变 。 一 个 人 的 生命 进程 中 , 体 组 
胞 发 生 突 变 , 并 以 此 增加 抗体 多 样 性 的 观点 己 争 论 了 许多 年 。 像 前 面 所 介绍 的 (参见 图 
12-4), RA 轻 链 大 部 分 序列 都 是 一 样 的 ,只 是 由 于 互补 决定 区 的 一 些 差异 ,而 形成 8 个 
不 局 的 序列 。 然 而 ,在 单 倍 体 基 因 组 中 ,只 有 一 个 VAI 基因 片段 ,部 为 原型 序列 ,这样 ,所 
有 序列 的 改变 是 通过 体 细 胞 单个 碱 基 的 突变 引起 。 体 细胞 突变 也 见于 c 轻 链 和 重 链 。 

进一步 的 研究 支持 这 种 观点 ,在 抗 磅 栈 胆 碱 抗体 基因 家 族 的 研究 中 ,19 个 抗体 的 
VH 基因 片段 被 测序 ,其 中 有 10 个 和 原型 序列 相同 ,其 他 9 个 序列 存在 1—8 个 残 基 的 差 
异 。 性 细胞 基因 组 只 含有 原型 序列 。 这 表明 其 余 的 序列 一 定 是 由 体 细胞 突变 所 产生 (图 
IZ- 14)。 令 人 惊奇 的 是 ,所 有 前 突 密 只 抑 于 IgA 和 IgG。 这 表明 罕 变 和 免疫 球 重 白 类 型 
的 转换 有 关 。 那 些 能 与 相应 抗原 更 好 地 结合 的 体 细胞 突变 体 ,可 能 被 选择 。 像 在 抗 磺 栈 
胆 优 抗 体 的 变异 体 中 所 见 到 的 ,和 性 细胞 编码 的 抗体 相 比 ,变异 体 有 较 高 的 亲和力 。 
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5 个 IgM 和 5 个 O REEE E V a a TIS PEA RAS UE E PA He RE, EE i p W 
气 基 酿 位 点 用 方 框 标 出 ,高 变 区 用 RVL 和 HV2 标明 。 图 中 可 见 , 窗 变 只 见于 IgG 分 子 , 并 且 罕 变 既 发 生 在 高 
变 区 也 发 生 在 框架 结构 中 。 

有 迹象 表明 ,编码 可 变 区 的 DNA 片 VH DJH JH2 
BOSE Se ER IER, dn n, OSEE DLE 站 一 一 A 
酰 胆 碱 抗体 的 核 苷 酸 序列 的 检测 中 发 现 ， M167 
与 性 细胞 相 比 ,有 较 多 的 突变 发 生 (M167 
EAK 3.896 的 碱 基 突变 )。 这 些 罕 变 见 Mo 
于 和 区 的 外 显 子 和 内 会 子 , 但 不 见于 连 
接 序列 ,这 表明 整个 V 区 特别 容易 突变 
(图 12 - 15), 图 12-15 两 个 VH TIS 基因 DNA 的 突变 


. 两 个 TIS MSN OUS BE CDL GE 3. DNA, 黑 线 标明 
综 上 所 述 ,抗体 的 多 样 性 是 通过 几 种 和 性 网 胞 相 比 ,上 基因 组 发 生 突变 的 位 置 。 两 个 基因 的 外 显 


不 同 的 形式 产生 的 。 首 先是 多 个 V 基因 于 和 和 内 含 了 党 有 大 量 突变 ,特别 是 在 第 二 个 高 变 区 突变 加 
多 ,在 编码 由 . € 
5] RD 片段 重组 ,重组 部 位 的 不 同济 IHE SE DUIS REDI LEER ADR o 
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一 步 增加 了 多 样 性 。 值 得 注意 的 是 ,第 一 个 和 第 二 个 高 变 区 的 结构 完全 由 性 细胞 编码 ,而 
第 三 个 互补 决定 区 的 差异 性 ,主要 由 重组 产生 。 另 外 ,整个 可 变 区 内 发 生 的 点 突变 ,也 能 
在 抗体 特异 性 上 产生 细微 的 差异 。 实 际 上 ,任何 一 个 轻 链 可 以 与 任意 一 个 重 链 配对 , 重 链 
和 轻 链 的 随机 绪 合 大 大 地 增加 了 抗体 的 多 样 性 。 体 细胞 突变 可 能 低 于 总 的 序列 变异 性 的 
5% ,但 B 细 胞 表达 的 VE 基因 发 生 突变 高 达 90%。 

产生 抗体 多 样 性 的 5 种 机 人 制 ， 

1) 性 细胞 内 含 多 个 VER; 

2) VJ 和 VDJ WEH; 

3) 重组 部 位 的 差异 性 ; 

4) 体 岗 胞 突变 ; 

5) 重 链 和 轻 链 的 随机 组 合 。 

由 于 每 种 机 制 入 能 与 其 他 机 制 相伴 随 而 发 生 ,因此 ,免疫 球 蛋白 产生 的 每 个 阶段 ,其 
多 样 性 此 以 乘积 的 方式 增加 。 


第 三 节 ”免疫 球 蛋 白 重 链 恒定 区 基因 [42~14 


所 有 种 类 的 免疫 球 蛋 白 都 用 同一 系列 的 可 变 区 基因 。 当 一 个 成 熟 的 抗体 形成 细胞 转 
变 抗体 类 型 时 , 只 有 重 链 重 定 区 发 生变 化 。 此 观点 已 经 通过 对 双 上 骨 舟 瘤 (double myelo- 
mas, 同 时 在 血清 中 存在 二 种 单 克隆 抗体 ) 的 分 析 得 到 证 实 。 对 一 个 患 多 发 性 骨骸 瘤 病 人 
的 IgM 和 IgG 抗体 的 研究 表明 ,二 种 抗体 的 轻 链 及 Vp 区 是 相同 的 ,只 是 异 定 区 分 别 由 jy 
和 ?构成 。 在 一 种 玉 巴 细胞 的 表 而 ,经 常 可 以 发 现 同 时 存在 IgM 和 IgD 两 种 抗体 ,虽然 
抗体 的 种 类 不 同 ,但 抗原 结合 的 特异 性 是 一 样 的 。 

所 有 的 恒定 区 基因 都 位 于 了 基因 片 眉 的 下 游 , 鼠 的 IgM.IgE 和 IgA 每 型 各 有 一 个 便 
定 区 基因 (me 和 a),4 种 不 同 的 IgG, 每 种 各 有 一 个 Yl.y2a.y 2588 y 3) (HH 12 - 16), 


恒定 区 基因 


图 12-16 虽 恒 定 区 基因 
姑 的 眶 定 区 基因 位 于 VDJ 重组 片段 下 游 6.5kb 处 ,每 个 C SEBI(CO 除外 ) 和 组 有 一 个 或 多 个 转换 序列 位 于 它 
的 起 始 部 (图 中 黑 天 处 ), 它 们 与 p 基因 5' 庙 的 转换 序列 村 对应。 这样 任 何 一 个 C AHH RRES VDJ 基因 
发 生 重组 。# 基因 似乎 与 基因 共用 同一 转换 序 别 ,但 p 基因 的 转录 体 在 RNA 能 接 时 被 去 除 ,产生 lop di 
ik. C 基因 (pr 和? 2a 基 因 梓 展开 于 图 的 下 部 ) 每 个 结构 域 (C1 \C3 等 ) 的 外 显 子 被 内 售 子 分 开 。7 基因 还 
有 一 个 编码 联合 区 的 外 显 子 H SB (hinge DBUSAEBURUN — M34 5 S FERAE C EE CZ 
M(membrane-bound immunoglobulin, M) 的 外 显 子 。 


人 类 恒定 区 的 基因 是 较 复杂 的 ,有 迹象 开明 ,这 个 区 的 一 部 分 已 经 发 生 了 基因 的 复制 
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和 分 化 。 基 因 的 顺序 是 e B8. CY3, y elol) yy、 、e ,02), 括 号 内 的 黄 组 基因 为 
发 生 再 复制 的 可 能 区 域 。 基 因 el 和 y 是 假 基因 ,不 能 表达 。jy 基因 的 上 游 是 一 个 转换 
序列 SCsvwitch sequence,S), 每 个 其 他 恒定 区 基因 的 上 游 血 有 此 转换 序列 (图 12 - 17). 
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B 12-17 SERERE PLUIE PER EL [E XE RU RS RE 
第 “次 抗原 注射 后 ,引发 一 个 抗 蛋 反应 ,并且 产 生 的 抗体 主要 为 IgM; 第 :次 抗原 注射 后 ,主要 产生 JeG 抗体 。 搞 
体 类 型 转变 的 机 制 见 右 图 . 在 第 一 次 反应 中 ,VD 和 jr 基因 一 起 被 转录 ,通过 前 切除 去 内 会 子 后 ,产生 分 溃 弄 
IgM. 


[gD mRNA [ro [5 免疫 成 熟 过 程 中 { 涉 及 到 个 细 服 的 畏 


助 和 对 应 于 V-D-J 基因 片段 的 一 个 可 能 
初级 RNA 7 
HRH qru BE 


的 突变 机 制 的 激活 ), 另 一 个 C 基因 (此 
一 图 为 CY) 被 带 到 VDJ 基因 片段 附近 ， 
在 wx 基因 的 转换 区 (用 黑 圈 表示 ) 与 其 发 
生 交 换 ,w WIS 基因 可 能 丢失 了 。 经 转录 


MRNA [rou] H 和 剪接 后 ,产生 编码 IgG 重 链 的 mRNA, 
[12-18 通过 RNA 的 差异 前 接 产 生 同 型 转换 一 、 免 疫 球 蛋白 类 型 的 转 挤 


在 一 个 淋巴 细胞 内 , 一 个 长 的 RNA 初级 转录 体 可 产生 两 种 
以 上 同型 抗体 。 图 炙 一 个 合 有 jp 和 8 基因 的 转录 物 。 央 为 
多 紊 腺 嘎 叭 可 埋 现 在 不 同 部 位 ,因此 导致 产生 不 同类 型 的 。” 在 免疫 反应 成 熟 的 过 程 中 ,抗体 类 型 


剪接 ,产后 leD 的 mRNA( 上 ) 或 IEM 的 mRNA( 下 )。 甚 至 的 转换 是 很 重要 的 ,并 且 可 能 伴 有 (同时 

在 记 和 证 区 域内 仍 有 答 闵 腺 嘻哈 位 点 ,这 些 位 点 能 决定 被 ”或 先 发 生 } 体 细胞 突变 。 开始 时 ,一 个 完 

翻译 的 免疫 球 蛋 白 是 分 说 型 的 还 是 结合 左 型 的 。 整 的 DNA 片段 ,包括 重组 的 VH 区 到 8 

和 yp 恒定 区 被 转录 ,通过 差异 前 接 产 生 两 

种 mRNA 分 子 , 此 两 种 mRNA 含有 相同 的 VE 区 ,但 恒定 区 不 同 ,一 种 是 yy, 一 种 是 5。 

ERA, AN -RREH DNA 片段 被 转录 ,通过 差异 剪接 产生 不 同 的 mRNA ,并 通过 

翻译 产生 不 同 的 免疫 球 蛋 白 ,它们 全 有 同样 的 VH 区 (图 12 - 18) ,但 恒定 区 不 同 。 在 同 
时 产生 IgM 和 IgE 的 细胞 中 ,已 观察 到 这 种 情况 。 

更 常见 的 是 ,抗体 类 别 的 转换 ,可 能 被 S 重组 部 位 之 间 的 重组 所 介 导 ,通过 环 化 部 分 


DNA 的 去 除 ,导致 另 一 个 C IX SEXE VD 基因。 另外 ,该 过 程 可 能 和 当 色 体 间 的 交换 有 关 
(图 12 - 19), 
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图 12-19 基因 的 丢失 
AT BE S GSBESEDBImeBGIEEMNG IE. A RARA VOJ FB BAKE USC 
Bit — H5 (u,8 48» ER- TRINH A, TIS GL [E AE I LU ERU PUB RH (LUE E 
AGREE aT EERE EAA, AE AIR AL DERE EHE EHERO BI LEE S EA RUE ILLE 
由 于 基因 片段 的 丢失 ,产生 了 IgM 到 IgG 的 转换 ,表示 为 A'。“ 技 先 " 的 己基 因 片 段 则 在 另 一 个 乱 功 能 的 
人 染色体 B EORR) Ue TSILT C 基因 的 两 个 接 由 。 


二 、 条 型 和 分 泌 型 免疫 球 蛋 白 的 产生 


腊 型 免疫 球 蛋 白 ( 抗 原 受 体 ), 除 了 在 每 条 重 链 C 末端 有 一 条 额外 的 氨基 酸 链 之 外 ， 
与 分 小型 免疫 球 蛋 白 ( 抗 体 ) 是 - - 样 的 。 因 此 膜 免 疫 球 重 白 咯 大 于 分 泌 型 免疫 球 重 白 。 它 
们 多 余 的 氨基 酸 部 分 穿 过 细胞 膜 并 使 整个 分 子 伐 于 日 质 双 层 膜 上 。 例 如 ,在 膜 中 的 IgM 
部 分 是 玖 水 ( 亲 脂 ) 氮 基 酸 部 分 ,位 于 膜 两 向 的 是 亲 水 氨基 酸 部 分 (图 12-20) AKAH 
酸 残 基部 分 被 认为 在 细胞 内 形成 < 螺旋。 膜 免 疫 球 性 白 只 以 四 链 基本 单位 的 形式 存在 ， 
HASKEER, 

两 种 类 型 的 免疫 球 蛋 白 是 通过 性 细胞 C. 区 基因 不 同方 式 的 转录 而 产生 的 (图 12 - 
21)。 有 迹象 表明 ERREGEAREN ERP RNA 转录 和 体 起 重 槛 作用 。 但 目前 还 
不 清楚 具体 过 程 是 如 何 控 制 的 。 


三 、 免 疫 球 蛋白 产生 的 调节 


很 明显 ,细胞 调节 免疫 球 和 蛋白 生 成 的 方式 是 很 复 末 的 。 第 一 步 是 重 链 DD 和 J 基因 的 
重 排 ,接着 加 入 Y 区 基因 。p 链 刺 激 < 基因 座 , 促 进 VJ 重 排 ,如 果 必 要 的 话 履 链 也 可 刺 
BL 基因 座 并 促进 VJ 重 排 。 目 前 计 为 ,该 过 程 可 以 重复 地 发 生 在 母系 和 父系 的 染色 体 
上 ,直到 一 个 有 功能 的 重组 基因 形成 ,或 遗传 物质 被 耗 尽 并 伴随 网 胞 死亡 。 细 胞 的 VIX 
一 且 形 成 ,除非 有 任何 体 织 胞 突变 ,它们 基本 保持 不 变 。 但 CH RANMA RERNE 
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812-20 饼 的 模型 和 分 说 型 eM 
分 谱 型 和 膜 型 的 IgM 的 上 末端 氢 基 酸 序列 在 第 556 个 氛 基 酸 之 前 是 相同 的 。 分 训 迎 EM o 20 个 氢 基 酸 残 
其 ,第 563 位 残 基 天 冬 栈 腔 与 -个 精 单 元 相连 ,而 第 575 ARENE -个 与 链 亲 的 骏 硫 链 形成 有 关 的 半 腕 所 
ER. PEU [gM 在 第 556 位 残 基 之 后, 另 含 41 个 氨基 柄 残 此 ,在 568 和 595 位 残 基 之 间 , 是 一 个 由 25 4 BUK 
R3 3E 6H pL DO ELE eet ,不 水 部 分 在 瞳 内 可 形成 两 个 周期 " 妮 旋 。 沪 部 分 的 两 侧 旺 带 有 电荷 的 残 其 ,位 于 胞 
EARE -AN PIE E ERRAT. 
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图 12~21i BRAUN MSIE IgM 
ERA IgM 的 DNA Hr Bt HAAR n3 和 p4 结构 域 (FB AROR eM SERCBEAE EUH EDT OMD, 在 
Hi 和 第 一 个 膜 片段 的 末端 ,存在 着 3' 端 非 翻 译 序列 (5S SET ARIS EIUS CRH), DNA 能 以 两 种 方式 被 转录 ， 
MER RAEE H4 之 后 , 则 带 有 一 个 poly 上 尾 的 转录 物 被 剪接 并 产生 分 启 型 JgM 的 mRNA, WARFARE 
进行 下 去 ,并 包 会 膜 片 且 ,出 前 切 除去 未 山 氨 基 酸 的 密码 子 和 HE 的 终止 信号 ,这 样 瘟 译 册 产生 一 个 含有 不同 
CORTE FR 
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各 种 不 同类 型 的 抗体 ,并 在 细胞 被 活化 后 ,产生 分 洲 型 免疫 球 蛋 白 ( 图 12 - 22)。 


10. 换 成 IgG 或 IgA 或 TgE 


图 12-22 免疫 球 蛋白 产生 的 总 结 图 
贿 示 免 设 球 蛋 白 产生 的 千 稚 段 。 示 成熟 的 已 细胞 中 重 链 DD 和 了 
基因 片段 首先 发 生 重 组 ,敌后 这 个 重组 体 与 一 个 VW 片段 结合 形 
成 一 个 有 功能 的 重 链 基因 V-D, RESE p AEA 
被 转录 并 翻译 产生 广 上 和 8 链 。h 链 诱导 轻 链 基因 座 重 组 。 在 
上 述 情况 中 ,细胞 尝试 用 父系 和 母系 妇 色 体 产生 存 功能 的 链 , 直 
到 成 功 或 者 未 重 排 的 基因 袖 四 尽 。 不 能 产生 有 功能 免疫 球 重 自 
的 克 放 被 诲 汰 。 原 始 BARRAN IEM 和 IgD。 在 第 一 次 抗原 
刺激 后 , 绍 移 能 产生 分 沼 型 igM, 经 过 工 恢 赖 抗原 刺激 后 ,并 在 
工 细胞 的 辅助 下 ,细胞 能 转变 抗体 的 类 型 ,产生 IgG. IgA 或 IgE， 
并 且 该 防 段 常常 伴随 月 V DOES CARN RE 


合成 免疫 球 重 白 之 前 ,必须 剪 萎 掉 其 初级 RNA 转录 体 中 的 内 售 子 。 在 每 个 内 合子 
的 起 始 和 结尾 部 分 皆 存 在 特殊 类 型 的 RNA 碱 基 序 列 , 称 为 供 体 和 受 体 结合 点 。 目 前 认 
为 ,这 些 结合 点 彼此 之 间 , 以 及 与 核 蛋 白 在 核 内 的 相互 作用 ,使 内 会 子 被 去 除 并 使 外 显 子 
相连 接 形 成 mRNA。 当 然 ,这 些 过 程 的 正确 进行 并 确保 mRNA 的 可 读 框 不 发 生 改 变 ,是 
十 分 重要 的 。 成 熟 的 mRNA 被 翻译 ,新 生 肽 链 与 内 质 网 相连 ,随后 重 链 和 轻 链 相连 接 (图 
12 -23)。 腊 型 和 分 泌 型 免疫 球 蛋 白 通 过 不 局 的 进程 到 达 它 们 正确 的 位 置 ,但 其 机 制 目前 
还 不 十 分 清楚 。 
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H12-23 SA EET E 
(AE DR S HERE ET GE mRNA 离开 曾 胞 核 进 入 到 县 桨 ; (ONE FAA Leader sequence,1) 被 翻译 并 与 
信号 识别 蛋白 (menal recognition protcin ,SRP) 相 结合 而 阻止 进 - 步 的 翻译 ;(3)SRP - 梳 糖 体 复合 物 迁 殉 到 内 质 
网 。 在 孝 里 ,信号 识别 重 哲 与 内 质 网 者 面 的 锚 定 重 白 (docking protein) E BU 3 fr d88 fr; (4) E QC AB BS EHE DE SE 
行 ,新 合成 的 肤 链 穿 膜 进入 到 内 质 网 ;(5) 切 除 前 导 序 列 , 新 合成 的 驮 链 利 其 它 的 昔 和 LL 链 结合 ,形成 免疫 球 重 
E109 V. £ (ir: COD B CE, RE SERE RITE ELE Ta DUI fo , En ENT FT MEE DER ,形成 一 个 转运 载体 1(7) 在 完整 
25 T 383 a RRS DI PR C OPI R^ BE ,本 {Ff;3) 在 高 尔 基 氏 体 内 对 其 糖 基 进行 进一步 的 峰 饰 。 


第 四 节 工 细 胞 抗原 受 体 基因 [14,15] 
一 、 工 细胞 抗原 受 体 基因 


工 细 胞 抗原 受 体 (TCR) 的 抗原 - MHC 结合 部 分 是 由 四 组 不 同 的 基因 编码 的 。w 和 8 
基因 群 主 要 存 外 周 的 了 细胞 表达 ,而 yY 和 5 基因 主要 在 胸腺 细胞 亚 群 内 表达 ,少数 在 外 
周 工 细胞 内 表达 。 这 些 链 和 CD3 分 子 的 yde 和 % 链 相连 形成 完整 的 TCR 分 子 。 

TCR 基因 的 重 排 和 免疫 球 蛋 白 的 重 链 的 重 排 十 分 相似 ,有 趣 的 是 ,TCR 的 5 基因 位 


于 a 基因 凑 的 内 部 ,并 带 有 自己 的 口 .和 CC 基因 片段 (图 12-24)。 
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E 12-24 THEE GE SEDI 
TERES GRE ETEC GER UI 5) AEREE REAREA. MRM TAR oU EENEN, 
B GERIAEIR EE GUT. 基因 座 内 。8 链 的 部 分 基因 发 生 了 串联 形 复 制 。 每 组 D 基因 的 最 后 一 个 和 Vy3 基 因 是 假 
基因 。 


TCR 基因 的 多 样 性 是 通过 V.D AJ 基因 片段 重组 产生 ,并 且 每 个 基 关 座 之 间 有 细 
微 的 差异 。 除 了 6 基因 座位 于 a HARV 和 .之 间 外 ,a 基因 座 结构 表面 上 很 简单 。 像 
E re 基因 座 一 样 ,一 个 完整 的 可 变 区 通过 Va 和 Ja 片段 的 重 排 产生 ,由 于 存在 大 量 的 不 
寻常 本 基因 片段 ,多 样 性 因此 大 大 增加 了 。 

8B 基因 座 包括 两 组 ,J 和 基因 系列 。 除 了 一 个 VB14 存在 于 该 座位 的 Y 末端 之 
外 ,其 余 的 VB 基因 皆 集 中 在 一 起 。D6、JjB 和 C8 的 串联 复制 ,一 定 发 生 在 哺乳 动物 进化 
的 早期 ,因为 它们 在 鼠 和 人 类 中 都 存在 。 重 组 除 以 V-D] 的 方式 进行 外 ,还 可 以 V-J, V- 
DDJ 的 方式 进行 ,因此 导致 广泛 的 多 样 性 产生 。DD 基因 片段 能 以 所 有 三 种 可 读 枢 被 利 
用 ,这 就 进一步 增加 了 ost E RETE, 

鼠 和 人 的 Y 链 基因 座 的 重 振 是 相当 不 同 的 ， 鼠 的 该 基因 座 与 抗体 轻 链 的 基因 座位 明 
显 相似 ,其 中 含有 4 个 Cy 基因 (包括 一 个 假 基因 )。 它 们 每 一 个 都 与 1 个 了 基因 和 1 到 + 
个 Vy 基因 相连 ,没有 也 基因 。 人 有 8 个 Vy 基因 ,接着 是 3 个 Jy 基因 和 第 一 个 Cy 基 
因 , 在 Cy2 前 男 有 两 个 Jy 基因 。V 和 J 基因 片段 间 不 局 方式 的 连接 ,在 连接 点 处 残 基 的 
插入 ,对 多 样 性 产生 起 重要 作用 。 

6 基因 座 是 在 研究 a 基因 座 的 过 程 中 发 现 的 。6 基因 座 虽然 相对 简单 ,有 5 个 V3,2 
个 天 和 6 个 六 基因 ,但 据 计算 ,通过 连接 方式 的 差异 ， 附加 残 基 的 插 人 和 D 基因 的 所 有 
3 种 可 读 框 的 应 用 ,能 产生 1 014 种 不 同 的 $3 链 。 

TCR 基因 重组 的 机 制 与 BB 细胞 的 重组 相 类 和 似 ， 因为 基因 疝 含 有 类 似 的 七 聚 体 - 12 或 
23 个 成 基 间隔 - 九 聚 体 序列 。 在 了 细胞 和 工 织 胞 中 ;有 类 似 或 相同 的 重组 酶 ,操纵 重组 过 
程 。 

实验 表明 ,被 转 染 的 TCR D8 和 .Jy EA, £ B. SRL 能 进行 适当 的 重 排 。 特 别 应 当 
指出 的 是 N 区 的 产生 ,大 大 地 增加 了 多 样 性 。 

虽然 体 细胞 突变 是 产生 免疫 球 惟 白 多 样 性 的 一 种 重要 的 方式 ,但 TCR 基因 并 不 产生 
些 种 突变 。 这 大 概 与 维持 免疫 耐 受 性 和 工 细胞 对 MHC 分 子 的 识别 有 关 。 


Z. TCR 多 样 性 的 程度 


多 样 性 依赖 于 VY.D 和 J 的 重组 ,N 区 的 多 样 性 ,连接 部 位 的 差异 及 多 个 D 区 的 存 
在 。 性 细胞 内 V 区 末端 积 J 区 之 间 的 座 离 是 可 变 的 ,在 Vp 此 上 蝶 离 大 约 为 6 一 15 个 氨基 
酸 残 基 的 编码 序列 ,在 Ve 为 3 一 ?个 氨基 酸 残 基 的 编码 序列 。Hunkapilier 等 估计 可 能 在 
在 大 约 4.4Xx1083 不 同类 型 的 Ve 和 6.5x101 不 同类 型 的 Va。 他 们 估计 ,如 果 编 码 有 有 功 
能 的 蛋白 质 的 序列 内 占 总 数 的 196 , 则 仍 可 产生 2,9x10> 个 受 体 。 假 设 其 中 99% 的 受 体 
因 编 码 自身 抗原 或 合 其 他 缺陷 凋 被 淘 法 , 则 仍 可 产生 2.9 x 107 RE SES TCR。 鼠 的 一 生 
中 只 有 少 于 109 胸 腺 细胞 离开 胸腔 ,这 就 产生 一 个 问题 , 受 体 的 形成 含有 多 大 的 随机 性 ? 
闻 样 的 问题 对 免疫 球 和 蛋白 也 存在 ,可 能 产生 的 各 种 抗体 的 总 数 远 远 多 于 生物 体 一 生 中 产 
ÆR B AR, 
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第 十 三 章 DNA 损伤 .修复 和 基因 突变 
第 一 节 DNA 损伤 -32 


所 谓 DNA 损伤 即 是 指 在 生物 体 生 命 过 程 中 DNA 双 包 旋 结 构 发 生 的 任何 改变 。 大 
体 上 可 分 为 两 类 :单个 碱 基 改 变 和 结构 扭曲 。 前 者 仅 影 响 DNA 序列 而 不 影响 整体 结构 ， 
当 DNA 双 螺 旋 被 分 开 时 不 影响 转录 或 复制 ,而 是 通过 序列 改变 作用 于 其 子 代 , 改 变 子 代 
的 遗传 信息 ;后 者 则 对 揽 制 或 转录 产生 物理 性 的 损害 ,如 因 紫 外 线 辐射 所 致 的 结构 插曲， 
引起 两 个 邻近 工 碱 基 之 间 产 生 共 价 键 ,形成 链 内 了 二 到 体 ,或 者 某 些 原因 形成 单 链 缺口 、 
OR. 3p DNA 损伤 的 因素 很 多 ,有 来 自 细胞 内 部 的 各 种 代谢 产物 和 外 界 的 物理 、 化 学 
因素 ,还 包括 DNA 分 子 本 身 在 复制 等 过 程 中 发 生 的 自发 性 改变 。 


一 、 自 发 性 损伤 
1. 复制 中 的 损伤 


复制 中 的 损伤 指 复 制 过 程 中 碱 基 配 对 时 发 生 的 误差 再 经 过 DNA 聚合 酶 “ 校 读 " 和 单 
链 结合 蛋白 等 综合 因素 作用 下 仍然 存在 的 DNA 损伤 。 如 在 大 肠 杆菌 中 ,DNA 复制 时 发 
生 的 碱 基 配 对 的 误 配 率 为 10 -+ 一 10-2, 而 经 过 DNA 聚合 酶 的 作用 之 后 校正 为 10-5~ 
10 “6; 再 经 过 DNA 结合 蛋白 质 的 校正 作用 和 其 他 因素 作用 下 误 配 率 降 至 复制 完成 后 的 
10 ,影响 复制 过 程 中 的 诸 因 素 中 如 果 某 一 环节 出 现 问题 , 则 误 配 率 会 增高 ,尤其 是 
DNA 聚合 酶 本 身 的 功能 和 底 物 的 改变 ,二 价 阳 离子 的 改变 等 。 


2. 碱 基 的 自发 性 化 学 改变 


这 类 损伤 包括 互 变异 构 . 碱 基 的 脱毛 基 作 用 .自发 的 脱 呆 叭 和 脱 哮 喧 ,以 及 细胞 代谢 
产物 对 DNA 的 损伤 。 

互 变异 构 措 DNA 分 子 中 的 4 种 碱 基 自 发 地 使 氨 原 子 改变 位 置 ,产生 互 变异 构 体 , 进 
一 步 地 使 酸 基 的 配对 形式 发 生疏 变 , 这 样 在 复制 后 的 子 链 上 就 可 能 出 现 错 误 。 如 腺 最 蛤 
WEER HEK A ) 可 以 与 胞 哮 喀 (C) 配 对 ,胸腺 喀 院 (G) 的 互 变异 构 体 与 乌 顺 叭 配对 ， 当 
DNA 复制 时 ,如 果 模 板 链 上 存在 这 些 互 变异 构 体 ,在 子 链 上 就 可 能 发 生 错误 ,形成 损伤 。 

碱 基 的 陪 气 基 作 用 是 指 胞 哮 啶 (C) , 逐 顺 叭 (A) 和 和 鸟 叮 叭 (G) 分 子 结构 中 都 含有 环 外 
氨基 ,氨基 有 时 会 自发 脱落 ,结果 C 变 为 尿 喀 啶 (U) 据 估计 ,C ER U 的 频率 约 为 以 细胞 
“小 时 ) ,A SES UCIEIRIA (Hx) ,G 变 为 黄 嘎 叭 (X) ,这些 碱 基 的 衍生 物 配对 特 竹 与 原来 的 
BETR, MÆ U:A,Hx:C,X:C, 当 DNA 揽 制 时 ,会 在 子 链 中 产生 错误 而 导 至 DNA $i 
伤 。 在 生理 条 件 下 ,DNA IARE A AKIR MRTE ERA DNA FEBR CORR 
骨架 上 脱落 下 来 。 据 估计 ,一 个 哺乳 动物 细胞 在 3T'C ZEE 20 小 时 内 通过 自发 水 解 可 
以 从 DNA 链 上 脱落 约 1 000 ^^ IE RO. 500 A E PE 在 一 个 长 寿命 的 哺乳 动物 细胞 
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《如 人 的 神经 细胞 ) 的 整个 生活 周期 中 自发 晓 落 味 哈 数 约 为 16 BEI, c AUI DNA 中 
RRR 30%。 每 个 细胞 每 小 时 脱 去 的 咖 叭 碱 和 喀 啶 碱 数 分 别 半 均 为 580 个 和 29 


T. 


C? 和 HO; 是 细 胞 呼吸 的 副 产 物 , 它 们 非常 活路 ,能 造成 DNA 氧化 损伤 ,产生 胸腺 
喀 喧 乙 二 醇 . 胸 背 乙 二 醇和 关 甲 基 尿 喀 喧 等, 这些 损伤 基本 上 能 被 收复 ,损伤 的 碱 基 通过 
最 排出 。 此 外 还 有 葡萄 糖 和 碱 基 氧 化 产物 6- 碰 酸 葡萄 糖 ,这 些 糖分 子 能 和 DNA 反应 , 产 
牛 明显 的 结 移 和 生物 学 改变 。 


二 、 物理 因素 引起 的 损伤 
1. 村 外 线 引 起 的 DNA 损伤 


紫外 线 (UV) 照 射 引起 的 DNA 380 £5 3: € Je 3E jr — E DNA. 分 子 最 易于 吸收 的 
波长 为 260nm 左右 , 故 当 受到 大 剂量 的 UV RUSSE A gb IE SAEPE PI A ERE E 
酸 以 共 价 健 相 结合 ERU T irr mE EUR, AED T EUN CHE CRIT zs] jg nr 
TERUEL RIE, REDERE TT COR (E JUR CORARS IR DEREN, REREH 
26 (280 nm) 有 利于 二 育 体 的 形成 ,而 较 短 波长 的 光 (240 nm) RET 38884, — 
体 的 生成 位 置 和 频率 并 非 完全 随机 ,而 是 与 出 器 的 磊 基 序列 有 关 。 在 人 皮肤 中 ,每 小 时 由 
T UV 而 产生 喀 喧 二 楷体 的 频率 为 5x 10 7808. UV 因 穿 遂 力 有 限 对 于 人 的 作用 仅 限 
于 皮肤 ,但 可 以 影响 微生物 的 存活 。 


2. BAHH ERAS DNA, 损伤 


电离 辐射 对 DNA 的 损伤 有 直接 效应 和 间接 效应 两 种 途径 。 前 者 指 辐射 对 DNA 直 
接 沉 积 能 量 , 并 引起 理化 改变 ;后 者 指 电离 辐射 在 DNA 周围 环境 的 其 他 成 分 (主要 是 水 ) 
上 沉积 能 量 ,而 引起 DNA 分 子 的 变化 。 本 是 活 细 胞 的 主要 成 分 ,水 经 辐射 解 高 后 可 产生 
许多 不 稳定 的 具有 高 活性 的 自由 基 , 进 而 引起 DNA 的 损伤 。 

暴 句 于 电离 辐射 后 ,DNA 的 碱 基 和 糖 都 可 能 发 生 一 系列 的 化 学 变 付 ,从 而 引起 碱 革 
的 破坏 和 呵 落 , 脱 氧 成 糖 的 分 解 。 碱 基 的 变化 主要 是 由 OH Å 由 基 引 起 的 ,生成 各 种 过 
氧化 物 并 发 生 咪 唑 环 的 破坏 ， - 般 说 来 喀 啶 碱 比 味 叭 碱 敏 感 。 电离 辐射 照射 绍 胞 ,由 于 绝 
胞 中 DNA 呈 双 螺 结 构 , 碱 基 损 伤 程度 较 轻 , 表 明 游离 碱 基 又 比 核 背 酸 中 的 碱 基 敏 感 。 
OH 自由 基 还 作用 于 脱氧 皮 糖 ,脱氧 皮 糖 上 的 每 个 所 原子 和 羟基 上 的 氢 都 能 与 OH- 反 
应 ,从 糖 基 上 夺 去 氢 原 子 , 聪 氧 友 糖 分 解 ,最 后 引起 DNA 链 断 裂 。 

DNA 受到 电离 辆 射 的 另 一 个 严重 的 生物 学 后 果 是 链 断 型 ， 链 断 裂 包 括 双 链 断 型 
(double-strand break, DSB} 和 单 链 断 型 (single-strand break, SSB) , 双 链 中 只 有 一 条 链 断 
改称 为 单 链 断 裂 , 若 两 条 链 在 同一 处 或 紧密 相 邻 处 同时 断裂 则 为 双 链 断 型 ， 陪 氧 戊 糖 的 
破坏 和 磷酸 二 琵 键 的 水 解 均 会 引起 链 断 裂 。 另外 , 碱 基 的 破坏 或 脱落 也 可 间接 引起 链 的 
断 烈 。 

DNA 大 分 子 受到 照射 后 ,SSB 约 为 DSB 的 10 一 20 入, 在 有 和 氧 条 件 下 ,DNA 的 链 断 列 
数 增加 ,此 外 照射 的 剂量 也 将 影响 DNA 的 链 断 裂 数 。DNA 链 断 虱 数 随 照射 剂量 的 增 大 
而 增加 。 
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电离 辐射 除了 能 引起 DNA 的 碱 基 损 伤 和 链 断 裂 外 ,还 能 引起 DNA 交 联 ,包括 DNA 
链 间 交 联 和 DNA.- 重 白质 的 交 联 。DNA 分 子 中 一 条 和 链 上 的 碱 基 与 男 一 条 和 链 上 的 碱 惹 以 
共 价 键 结合 , 称 为 DNA 链 间 交 联 (DDC)。DNA 与 蛋白 质 以 共 价 键 结合 , 称 为 DNA 蛋白 
质变 联 (DPC) ,目前 对 DNA -蛋白质 交 联 研究 得 比较 清楚 ,DPC 的 形成 主要 是 由 于 OH 
BFH AAR .温度 及 染色 质 的 状态 对 DPC 的 形成 都 有 影响 。 体 内 DPC 形成 时 对 DNA 
和 蛋白质 还 其 有 选择 性 , 富 会 转录 活性 的 DNA 经 电离 辑 射 后 易 形 成 DPC。 真 核 细胞 中 
与 DNA 交 联 的 蛋白 质 主要 有 组 蛋白 、 非 组 蛋白 调节 侯 凰 ,拓扑 异 构 酶 及 与 复制 转录 有 
关 的 核 基质 蛋白 等 。5 种 组 蛋白 中 形成 DPC 的 反应 能 力也 各 不 相同 ,组 蛋白 H3 > H4» 
H2A>H2B, 而 H1 不 与 DNA 交 联 。 


三 、 化 学 因素 引起 的 DNA 损伤 
1. 烷 化 剂 对 DNA 的 损伤 


烷 化 剂 是 一 类 亲 电子 的 化 合 物 , 极 容易 与 生物 体 中 的 有 机 物 大 分 子 的 亲 核 位 点 起 反 
应 。 当 煤化 剂 和 DNA 作用 时 ,就 可 以 将 烷 基 加 到 核酸 的 碱 基 上 去 。DNA 中 的 亲 核 位 点 
主要 有 ; 腺 嗓 险 中 的 N,,N4,Ns,N; ; S Be rH Nis Nas IN3, Na, I Od ; RR E P i Nz, Na 
和 O,, B ge teh) Na, O 和 Oa HEP tinh i3 N; AEAN IREEN EE N 位 最 容易 被 煤化 ， 
DNA 链 二 的 磷酸 二 酯 键 中 的 氧 也 容易 被 烷 化 。 烷 化 剂 有 两 类 ,一 类 为 单 功能 煤化 剂 ,如 
平 基 甲 烷 碘 酸 ,只 能 与 一 个 碱 基 起 作用 ,形成 单 加 合 物 ; 另 一 类 为 双 功 能 烷 化 剂 ,如 氮 并 ， 
能 同时 与 DNA 中 两 个 不 同 的 亲 核 位 点 反应 ,如 果 这 两 个 位 点 在 DNA UOS A FJ rp i s] 
一 条 链 上 ,可 产生 一 个 链 内 冯 联 ,车 丙 个 受 作 用 的 碱 基 位 于 两 条 核 芽 酸 链 上 , 则 形成 了 
DNA 的 链 问 交 联 。 鸟 味 叭 对 烧 化 剂 中 的 磺 酸 乙 基 甲烷 fethyl methane sulfonate, EMS) 等 
MEIER. BPH N fitit tte BEC RUE IR PUR 这 个 四 价 基 团 会 促使 
WERE ERES ME. BUT ALTE AMI SURE (6 BERT LA 55 ML MERE SORT TOR Js L EEEX , 
结果 使 GC 配 对 转换 成 AT 配对 ,造成 DNA 的 损伤 。 烷 化 了 的 鸟 味 叭 其 糖苷 键 很 不 稳 
T ,该 键 的 裂解 会 导致 碱 基 的 脱落 而 形成 DNA 上 的 无 破 基 位 点 。 此 位 点 在 复制 过 程 中 
任何 碱 基 都 有 可 能 插 人 ,从 而 有 可 能 造成 碱 基 对 的 转换 或 颠 换 。 DNA ft E. RIDERE — BERGE 
DE Be ACUTE IURI T0 END = Io , T fec M 5 DER E ^ oc IRR. 导致 DNA 链 的 断 
型 。 


2. 碱 基 类 似 物 对 DNA 的 损伤 


碱 基 类 似 物 是 一 类 结构 与 碱 基 相似 的 人 工 合成 的 化 合 物 ， 由 于 它们 的 结构 与 碱 基 相 
似 , 当 它们 进 人 细胞 后 , 便 能 状 代 正常 的 碱 基 而 的 人 到 DNA 链 中 ,干扰 了 DNA WERS 
成 。 最 常见 的 碱 基 类 似 物 是 5 LRIEENE (5 - BU, 见 图 13 - 1),'E TERR E ER EC Ue 
UR AE AER AE, E; U 的 结构 非常 相似 ,能 与 A 配对 ,也 有 酮 式 和 烯 醇 式 两 种 状态 , 当 
5- BU 以 烯 醇 式 状 态 存 在 时 ,可 与 台 配对 ,而 且 在 烯 醇 式 状态 的 频率 更 高, 因此 ,一 日 扒 
人 到 DNA 链 中 ,通过 互 变异 构 在 DNA 的 复制 过 程 中 产生 突变 ,引起 A-T=>G-C 的 转换 。 
为 一 个 常见 的 碱 基 类 似 物 是 2 -AER (2 - AP), 在 正常 的 酮 式 状态 时 与 工 配对 ,在 烯 
RAREN CEN, 
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图 13-1 Mp 5- BU 
(DTA S-BUS HER: (2)4 和 工 的 正常 配对 ， 
(3)A M 5 - BU 的 配对 。 


另外 ,植物 中 能 合成 大 量 的 毒性 化 学 物质 ,其 中 有 些 物 质 是 DNA 损伤 剂 ,这 些 DNA. 
损伤 剂 有 些 还 包含 于 人 类 的 食物 中 , 当 撤 入 体内 后 将 会 对 DNA 造成 损伤 ,但 是 其 对 人 
DNA 所 造成 的 损伤 频率 还 不 清楚 。 


第 二 节 DNA fg Ut 


显然 ,为 了 避 证 遗传 信息 的 高 度 稳定 性 ,生物 细胞 在 进化 过 程 中 形成 了 一 系列 多 步 又 
的 修复 机 制 。 由 于 历史 的 原因 ,对 DNA 损伤 和 修复 的 研究 仅 是 由 那些 对 辐射 一 一 生物 
学 反应 感 兴趣 的 生物 学 家 进行 。 结 果 , 这 些 课题 与 生物 科学 家 们 对 复制 ,转录 ,基因 调控 
和 细胞 局 期 等 的 兴趣 相 比 很 小 。 事 实 上 ，DNA 损伤 和 人 禾 复 作为 正常 细 胸 生理 过 程 的 一 
部 分 ,应 当 引 起 足够 的 注意 。 现 在 人 们 对 细胞 内 的 各 种 基本 的 过 程 如 细胞 周期 ,复制 、 转 
录 、 重 组 ,修复 等 等 有 一 个 观念 上 的 突破 ,就 是 认为 这 些 这 程 部 是 相互 作用 、 相 互联 系 的 。 
这 种 整体 观念 将 有 利于 进一步 理解 细胞 和 有 机体 ,并 且 对 探索 更 好 的 瘤 症 治疗 途径 和 鞍 
缓 意 老 方 法 有 积极 意义 。 
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DNA BR UFSEREEIRI LGB 8I 1935 年 报导 的 紫外 线 照射 大 肠 杆菌 的 实验 ,提出 了 
损伤 的 “回复 "过 程 (recover process)。 随 后 1949 — 1074 年 间 Setlew 和 Carrier 等 多 人 的 研 
究 揭示 了 所 有 的 三 大 类 细胞 对 DNA 损 作 的 反应 如 损伤 的 回复 、 损 伤 切除 ,损伤 耐 受 ; 
1974 一 1984 年 间 主 要 揭示 了 DNA 修复 的 机 制 ;而 1984 — 1994 年 期 间 主要 进行 了 DNA 


修复 研究 。 


(1) 碱 基 切除 修复 (base excise repair, BER) 一 般 地 说 ,BER 可 以 去 除 因 脱 抠 基 
或 碱 基层 失 ,无 气 射 线 辆 射 或 内 源 性 物质 引起 的 环 氮 类 的 甲 基 化 等 因素 产生 的 DNA d 
伤 。 因 此 BER 是 DNA 维持 稳定 的 重要 修复 方式 。BER 过 程 中 的 重要 步骤 是 连接 发 生 
变化 的 三 基 和 脱氧 核糖 -磷酸 盐 链 问 的 N 糖苷 键 的 水 解 ,从 而 切除 该 碱 基 。 碱 基 释 放 过 
程 是 由 DNA 糖苷 酶 俱 化 的 ( 见 表 13 - 1)。 


表 13 - 1 真 核 生物 中 碱 基 切 除 修复 所 用 的 DNA METIRI AP 内 切 核 栈 栈 


= Athik TAAA MEER RARE 
E 哺乳 动物 基因 XE EB aA ”蛋白 大 小 ”DMA 中 的 作用 位 点 


U-DNA 精 — UNGI 12 227aa UNGI 395aa MERE 
1. 25. BkDa 
3- PAX AAG/MPG 16 204a — MAG — 2063 — 3- T XS. 7 - 甲 
WX DNA 32kDe 34.3kDx AER . 某 些 乙 基 化 
REE WEE. Z NEM, 
XEM 
NN - 一 一 ——— ~k ——  —40kx 异常 的 十 啶 残 基 
DNA Bd 
FaPy-DNA — bMMHI 一 一 一 — —  FPGI 一 40kDa formamido WE mg 3k. 
HER 7,8. A8- ENA 
Ka E 一 一 12q24 410aa | ——- —— — TG、UG 鲁 配 
H0- DNA 46kDa 
pri 
AP -核酸 HAPI, APE  ]4gll.2—12  35.5kDs APNI 300na ”无 颗 叭 和 无 障 喧 位 
PEE CA ). APEX 小 40.5kDa 点、 哺乳 动物 中 与 
WO LBAPI CE) E. coli 的 Xh fa] di 
HR REHE 
coli 的 Njo Fi E 


一 一 eB  l. 
每 一 种 糖苷 酶 针对 不 同 种 类 的 DNA 损伤 ,在 切除 碱 基 后 ,形成 无 味 叭 或 无 喀 喧 位 点 
(apurinic/apyrimidinic sites, AP 位 点 }, 由 AP 核酸 内 切 酶 在 此 位 点 切 开 ( 见 图 13 - 1), 然 
后 由 核酸 外 /内 切 酶 除去 5’ 脱 气 核糖 磷酸 赴 残 基 。 同 时 由 DNA 聚合 酶 修补 缺口 ,在 大 肠 
FARE DNA RABE [哺乳 动物 是 由 DNA EG b 进行 修补 。 它 科 能 以 DNA 斯 端的 
游离 羟基 林 端 为 引物 ,以 4 FRE — BEN Ox DEURL ,利用 对 出 的 互补 链 为 模板 进行 聚合 
及 应 ,合成 补丁 ,最 后 由 DNA 连接 酶 将 相 邻 的 两 个 核 昔 酸 连接 起 来 。 在 人 细胞 中 还 发 现 
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了 分 子音 约 为 SOkDa 的 能 从 DNA 双 链 中 除去 糖 - 碰 酸 残 基 的 DNA Hi SCELTE BERE — RARE 
(dRPase) ,主要 是 在 当 DNA 府 合 酶 产生 了 单 核 音 酸 补丁 时 起 作用 。 

在 BER 过 程 中 当 修 复合 成 的 补丁 很 短 时 (very short-patch mode) ,主要 是 DNA 票 合 
酶 btpolb) 起 作用 ,polb 在 酶 的 小 N 端 区 域 有 dRp 裂 合 酶 活性 ,可 能 在 dRp 去 除 过 程 中 与 
dRpase 水 解 酶 相互 补充 。 小 鼠 且 胎 实验 让 实 此 酶 对 哺乳 动物 细胞 的 正常 生命 力 维持 有 
重要 作用 ,如 参与 DNA 复制 。 当 修复 合成 的 补丁 较 长 时 , 则 可 能 由 DNA polsd 或 polse 进 
f ,与 短 补丁 时 相 比 ,这 类 修复 需要 PCNA 参与 , 较 长 的 收复 补丁 可 能 是 小 规模 的 转录 上 反 
应 再 加 上 5 一 3 方向 的 链 置换 ,因此 产生 了 一 样 的 结构 。 

(2) hR X. (neudleotide excise repair, NER) — NER 除了 能 修复 UV 照射 形成 
AIME UE REAA E ERRARE KAE YR IS Ge PHI rn e RRUAG C E 285) —— 顺 叭 
加 合 物 ,以 及 由 多 环 类 致癌 剂 如 乙酰 氨基 劳 的 加 合 物 。 体 外 实验 中 ,NER 能 修复 如 合成 的 
AP 位 点 ,CF 甲 基 岛 呵 崔 和 错 配 的 碱 基 对 。 但 NER 对 上 述 的 加 合 物 并 非 同 样 有 效 , 修 复 的 
效率 取决 于 加 会 物 与 正常 碱 基 对 的 差别 。 例 如 254 nm UV 照射 引起 的 最 主要 损伤 - 环 丁 烷 
旷 啶 二 聚 体 从 基因 组 中 消除 的 速度 比 位 于 其 次 的 损伤 一 “ 光 产 物 慢 5— 10 4. DNA 中 光 
产物 结构 的 扭曲 程度 比 环 丁 烧 喀 啶 二 聚 体高 ,其 中 原因 还 不 清楚 。 

NER 对 存活 不 是 必需 的 ,有 些 可 遗传 着 色 人 性 干 皮 综合 征 患 者 完全 缺乏 这 种 机 制 ,其 
患 皮肤 瘤 的 概 滨 约 高 出 正常 人 1000 倍 ,表明 人 类 NER 的 主要 功 能 之 一 是 修复 UV 照射 
引起 的 损伤 。NER 系统 在 已 研究 过 的 真 核 生 物 中 都 很 相似 ,说 明 其 在 进化 过 程 中 高 度 保 
守 。 哺 乳 动物 和 醇 母 中 参与 NER 的 各 种 基因 列 于 表 13 - 2, 

于 13 -2 ”人 类 和 哺乳 动物 中 参与 核 背 酸 切除 修复 的 基因 


Arek mue CH 产物 


人 类 基因 - "Hu 

LE 网 源 基 因 同 源 大计 HTE) 功能 
XPA 9934. 1 RADI4 31 结 全 损伤 的 DNA 
XPC 3p25 RAD4 106 $8 f ssDNA 与 XPC 结合 
HHR23B 3p25 RAI?3 43 同上 
XPG . ， 
CERCCS) 13g33 RAD rad13 133 DNA E A EIS, RIT. 39848 5 
ERCE: 
(Xn 16913. 13 RADI vadló 126 DNA REA DRAS, EF S RRLS 
ERCCI 19413. 2 RADIO sui 3l 同上 
XPB SSL2 Dp 
(ERCCH) Sql3 (RAD2S) mp3+ 89 3- S'DNA 解 旋 酶 
XPD "m 
(ERCCZ) 11pl4.3—15.1 RADI radl + 87 S'- DNA fi i i 
P44 17p13 SSI.I 44 TFIIH 亚 单位 
P62 1p35-— 36.1 TFHI 62 TFITH 亚 单 位 
ps2 TFH2 41 TFIIH 亚 单位 
P34 TFBA 34 “类 SSLI"TFIIH 亚 单位 
RP4P70D 17p13 RFAI 68 5f 5t DNA HG 
RPAP32 1p35—36.1 RFA2 29 同上 
RPAP]4 7p21 —22 RFA3 13.6 同上 
DDB, 
UY.DDB 11912—13.2 127 Edif DNA 
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TEX IS TFT P NER 的 关键 酶 由 兰 个 亚 单位 组 成 [20 , 分别 由 uvrÁ .uvrB.uvrC 等 
三 个 基因 编码 ,组 成 的 酶 称 ABC ERA HE, AT HEUS 246kDa, RE REIR UBL TS E EL 
集体 在 内 的 较 大 损伤 所 致 的 DNA 嵌 旋 扭曲 ,然后 在 这 三 种 蛋白 质 作用 下 切割 损伤 的 
DNA 链 。 


表 13-3 大 肠 杆 菌 中 切除 俱 复 必需 的 6 种 蛋白 质 


相对 


基 活性 收复 中 的 作用 
EHE 分 于 量 (kDa) 5 
a. $& 5 UIRRBUEE ERI TE E 
LUwA — (104) sb ATP Ñ a)ATP Ñ atita 
b) 8 38 55 18 by 摄 伤 特异 性 的 DNA Sig OT EB 
c) 亮 氨 酸 拉链 c)UvrB fü gr c)TRC 
d)UvrA ERA d)TRCF 结合 
2. UvB 78 a) ERE MEE FE aM ER ATPase a) fi OUO 
b)TRCFE MRE FI b) REN MER” b) 解 开 双 螺 旋 
c) 损伤 特异 性 的 ssDNA 结合 sg 
d] 与 UvrA £ü dr 
e) UweC 结合 
3. Uer 的 2)5 UnB 有 有限 的 同 源 性 a) 非特 异性 的 与 DNA 结合 a)U x 3 切割 
与 ERCCL 有 限 的 同 源 ”byUvrB 结合 bS 切割 
性 (各 个 氢 基 酸 ) 
b. FEAR 
4. RESU 70 RENEE 真 螺旋 醇 Fu Unc HUBER 
^ (UvrD) met 
5. DNA Poll 103 DNA 合成 US ing S UvrB 
6. EEN 75 EEN 连接 
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NER 的 关键 特征 是 对 损伤 的 DNA 链 两 端 进行 切割 :分别 是 在 损伤 DNA 的 两 侧 , 修 
复 补 丁 的 大 小 在 真 核 生 物 为 253 一 30nt, 原 核 生 物 如 大 瑶 杆 菌 为 12nt。 该 长 度 与 两 次 切割 
的 位 置 有 关 。 准 确 的 切割 位 置 是 DNA 上 含有 一 个 单 修饰 物 ,如 环 丁 烷 哮 腔 二 素 体 和 补 
骨 脂 来 单 加 合 物 的 切割 是 在 损伤 的 3' 端 上 第 5 至 6 个 磷酸 二 酯 键 上 , 另 一 切口 在 5' 端 离 
损伤 第 22 一 24 ^-BERR — E, E 27-320 长 的 切除 片段 。 准 确 的 切割 位 置 随 加 合 
物 而 异 ,但 都 在 3 端的 第 3—9 个 磷酸 二 栈 键 上 和 S' 端的 第 16—25 TRR -REL t] 
割 的 工具 是 两 类 不 同 的 核酸 内 切 酶 。 哺 乳 动 物 细胞 是 KPG S& FL(3)RÉ& ERCCI 的 复合 
和 葛 (5 )。 在 酵母 中 为 RAD2 和 RADI - RADIO 蛋白 复合 物 。 切 割 过 程 中 涉及 部 分 地 打开 
国 绕 在 DNA 损伤 部 位 的 复合 物 ,这样 在 双 链 DNA. 和 开放 区 域 之 间 的 界线 处 即 可 由 相应 
极 性 并 且 结 构 特 异 的 核酸 内 切 酶 切 开 。 该 模 起 示意 图 见 图 13 - 2, 但 准确 的 机 制 尚 不 清 
Æ. 


XU 


t 


XPA.RPA 


t3 CR d e RO GH 
{包括 TF IH, XPC} 


图 13- 2 埔 乳 动物 细胞 核 划 酸 切 除 覆 复 初步 模式 
从 上 全 下 依次 为 ,损伤 的 识别 ,打开 损伤 附近 的 区 域 .两 端 切 开 、 
ERAR. 


—. 直接 (回复 ) 修 复 


为 简单 地 把 被 损伤 的 碱 基 回 复 到 原来 状态 的 修复 ,可 分 为 以 下 几 种 . 

(1) O - 甲 基 岛 品 吟 -DNA 甲 基 转 移 醇 直接 修复 Of - 甲 基 乌 味 叭 - DNA 甲 基 转 
移 酶 (MGMT) 可 以 防止 煤化 剂 所 致 的 死亡 和 突变 效应 。 存在 于 酵母 和 人 类 细胞 中 ,通过 
M Of - 甲 基 乌 嘎 叭 上 把 甲 基 直 接 转移 到 酶 的 半 胱 氢 酸 残 基 上 来 直接 回复 DNA dif. dq 
反应 过 程 中 修复 酶 失 活 。 

(2) 光 解 酶 复活 酶 学 光复 活 过 程 是 修复 UV 导致 的 环 丁 煤 喀 啶 二 聚 体 的 直接 机 
制 ,这 种 修复 有 高 度 专 一 性 。 光 解 酶 通过 生 色 基 团 吸收 蓝 色 或 接近 UV 波长 的 射线 ,并且 
都 含有 还 原 FAD 和 第 二 个 生 色 基 男 作为 能 量 获取 的 “天 线 ”, 把 能 量 转移 给 FAD 辅助 因 
子 。 被 激活 的 FADH 通过 电子 转移 引发 二 阳 体 的 裂解 ,把 二 宫 体 依 复 到 原先 的 单 聚 体形 
式 , 同 时 酶 脱落 。 目前 发 现 的 第 二 类 生 色 基 团 有 二 类 ,5,10 - 甲 基 四 和 氨 叶 酸 (MTME) 提 供 
约 380 nm 处 的 最 大 吸收 和 8 -2-5 - 脱 氨 核 黄 素 (deazariboflavin) ,提供 约 440 nm 处 的 最 
XR 

HREH HE YE PUE ^E PEE, WER ENES, porzze). 有 胎盘 哺乳 动物 (包括 人 
类 ) 的 细胞 提取 物 中 都 检测 不 到 光 解 酶 活性 ,有 些 植物 中 发 现 一 些 基因 与 微生物 的 光 解 酶 
有 高 同 源 性 ,但 是 没有 光 解 酶 或 修复 活性 。 植物 的 这 方面 修复 还 有 待 探讨 。 

5 种 从 果 蝇 胚胎 中 分 离 到 的 参与 直接 修复 的 酶 能 在 光 存在 下 从 DNA 上 移 去 光 产 
物 ,并 恢复 DNA 活性 ,这 种 光 产 物 是 喀 啶 的 单 聚 体 。 IC BIB SECO YR T Be rh ep jn tom d 
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挥 修 复 作 用 ,其 修复 效率 比 环 丁 烷 喀 啶 光 解 酶 你。 在 其 他 生物 体内 的 生物 学 机 能 还 不 清 
楚 。 

(3) 单 链 断 绚 修 复 。 DNA 单 链 断 裂 是 损伤 的 一 种 常见 形式 ,DNA 单 链 断裂 中 有 一 
部 分 是 通过 简单 的 重 接 而 修复 的 ,只 需要 一 种 酶 一 一 DNA 连接 酶 参与 ,因此 也 属于 直接 
回复 。DNA 连接 酶 能 催化 DNA 双 螺 旋 结 构 中 双 链 之 一 的 缺口 处 的 5' 克 酸根 与 相 邻 的 一 
个 3 羟基 形成 磅 酸 二 酯 键 。 


三 . 错 配 修复 23] 


大 肠 杆菌 中 的 错 配 修复 系统 长 补丁 错 配 修复 系统 的 典型 例子 为 大 肠 杆 菌 的 甲 基 化 
引导 修复 ,这 个 系统 已 经 在 体外 建立 了 精确 的 模型 。 该 系统 通过 校正 DNA 生物 合成 过 
程 中 的 错误 ,来 稳定 基因 组 。 错 配 艇 复 可 以 纠正 几乎 所 有 的 错 配 ,此 外 ,对 插入/ 和 删 除 引起 
的 DNA 链 中 多 出 1~3 个 多 余 核 萌 ch, 

BRE UUG MENLTEHIS HEBRE 
底 物 链 上 的 信息 为 模板 进行 的 , 因 
此 这 个 系统 有 区 分 底 物 链 和 新 合成 
链 的 机 制 ,细胞 通过 对 底 物 链 的 甲 
基 化 来 区 分 新 合成 的 链 。 大 肠 杆 菌 CH, 
中 的 错 配 修复 系统 至 少 包括 O4E 59AT 
白 成 分 ,包括 MutS., NutL 与 MutH 

RAE, EAr BTE 6 B5 VL RR 

复 过 程 中 起 作用 。 整 个 修复 过 程 可 

以 分 为 识别 ,切除 和 修补 等 步骤 (如 

BH 13-3 Bp). 

识别 的 基础 是 甲 基 化 , 即 Dam 
甲 基 化 酶 对 (5 GATC 序列 中 的 所 
有 人 入 的 位 进行 甲 基 化 。 由 于 发 
生 在 复制 阶段 后 期 ,新 合成 的 链 上 
尚未 被 收 饰 , 即 新 链 上 GATC 序列 CH, 


(GATC) 即 可 作为 该 链 需 进行 校正 CA 58 


A m nA 
"LL e — ——- 6 


G2 th 


LA un 


的 导向 标记 。 仅 需 一 个 d(GATC) — een "m" 
序列 即 可 引导 一 个 远 在 1 kb 之 外 ROR 
的 校正 过 程 ,但 当 距 离 超过 2 kb 之 ERR 
后 作用 急剧 茂 弱 。 先 是 MutS( 约 cH, 
95kDa) 与 错 配 位 点 结合 , 然后 一 1G A : 
MutL( 约 68kDa) 在 需 ATP( 非 水 解 / 
已 修复 的 错 配 


方式 ) 条 件 下 加 到 前 者 的 复合 物 上 。 
三 者 形成 的 产物 激活 与 MutH 蛋白 813-3 大 局 杆菌 DNA MERE Oo NER 
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(25kDa) 结 合 的 核酸 内 切 酶 ,于 dfGATC) 位 点 切 开 非 甲 基 化 链 。 链 的 裂口 手 是 作为 主要 
的 标志 引导 对 非 甲 基 化 链 的 修复 。 

切割 由 外 切 核酸 酶 水 解 进行 ,从 断裂 处 开始 并 朝 错 配 位 点 进行 ,终止 于 错 配 位 虚 附 近 
的 几 个 不 连续 位 点 。 由 于 由 GATC) 信 号 可 以 位 于 错 配 位 点 的 两 侧 , 反 映 了 该 修复 系统 的 
双向 姥 复 能 力 。 但 在 反方 向 上 修复 时 需要 MutS,MutL .MutUvwurD AREN IT, 并 且 需 
要 不 同 的 核酸 外 切 酶 。 在 错 配 的 3 AE EIRA Reg 外 切 酶 或 外 切 栈 VIL, 而 在 3 方 
向 则 依赖 核酸 外 切 降 I。 由 于 这 些 外 切 眩 都 作 有 几 十 单 链 , 故 推 测 螺旋 酶 TI 可 能 解 开 动 割 
链 利于 外 切 酶 切割 。 

最 后 一 步 是 由 DNA ERE III 把 空 缺 处 补 上 ,并 连接 修复 产物 。 


四 . 交 联 人 收复 


链 问 交 联 是 由 多 种 多 样 的 致 冶 剂 和 化 疗 药 如 亚 俏 酸 . 氨 井 . 补 骨 脂 素 等 等 所 引 迎 。 在 
人 上 肠 杆菌 中 , 链 间 交 联 修复 (crosslink repair) 按 三 个 基本 步骤 进行 ， 

1) 由 CA)BC 核酸 外 切 酶 在 一 条 链 两 端 切 开 ; 

2) 由 RecA 介 导 同 源 性 地 与 一 个 姐妹 染色 体 配 对 ; 

3) HH (ABC 核酸 外 切 酶 在 两 端 切 开 另 一 条 链 、 

哺乳 动物 体 细 胸 内 也 有 这 种 修复 机 制 ,甚至 人 的 细胞 提取 物 中 就 存在 这 种 机 制 。 伍 
动物 细胞 内 的 燃 复 过 程 细节 还 木 清楚 。 


五 、 冯 链 断 裂 修复 


双 链 断 型 (DSB) 发 生 在 体 细胞 重组 和 转 座 的 生理 条 件 下 。 毕 外 ,是 电离 辐射 和 氧化 
应 激 的 主要 损伤 形式 ,如 不 及 时 修复 则 可 能 引起 染色 体 丢 失 或 重组 。 但 是 由 重组 产生 的 
DSB 和 辐射 所 产生 的 不 同 ; 体 细胞 重组 步 台 之 -- 有 信号 序列 参与 , 故 信号 接点 形成 可 认 
为 是 位 点 特异 性 的 重组 过 程 。 编 码 接 点 的 形成 与 正常 的 和 酶 学 的 DSB 修复 过 程 很 相似 ， 
“者 都 有 同 源 重 组 的 酶 参与 。 已 知 参 与 DSB 修复 的 哺乳 动物 基因 有 :由 DNA-PK 基因 ， 
C XR- I ÆA, XRCCI 基因 。DSB 修复 的 过 程 简单 地 描述 就 是 :把 末端 接 到 一 起 , 切 
齐 , 按 需要 产生 3 - OH 和 5 一 P 林 端 , 然 后 连接 两 个 片段 。 

目前 认识 到 依赖 DNA 的 蛋 白 激 酶 (DNA-PK) 对 哺乳 动物 细胞 中 的 双 链 断裂 重 接 是 
必需 的 。DNA-PK 由 -- 巨 型 的 465kDa 催化 亚 单位 和 DNA 结合 组 分 Ku70 和 Ku80 组 
MEETS EE TES DNA 链 上 时 被 激活 ,并 能 使 蛋白 质 底 物 磷酸 化 。 在 酿酒 酵母 中 , 双 链 
断裂 修复 是 由 同 源 性 重组 完成 的 ,有 RADSO - 57 组 基因 产物 参与 。 


六 、 转 录 和 修复 


从 目前 的 研究 中 来 看 修复 发 生 于 转录 的 整个 过 程 ,如 激活 ,起 始 和 延长 各 个 过 程 都 与 
修复 有 关 。 在 转录 激活 过 程 中 ,主要 是 Ap - 1 和 NE_KB 两 种 转录 因子 可 能 参与 转录 - 侦 
联 修 复 。 在 转录 起 始 过 程 中 转录 辅助 因子 TFL1H 也 是 一 种 修复 因子 , 它 由 7? 个 亚 基 组 
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成 ,其 中 的 XPB(p89) 和 XPD(p80) 亚 基 参 与 修复 过 程 。 转 录 延 伸 过 程 中 转录 的 序列 修复 
比 非 转 录 序 列 更 迅速 ,在 大 肠 杆菌 中 此 阶段 的 夏 复 过 程 是 由 mad 基因 编码 的 转录 -修复 
侦 联 因子 《TRCF) 识 别 损伤 部 位 的 RNA Pol 复合 物 并 释放 之 , 问 时 重新 激活 (AJ)BC 外 切 
核酸 酶 的 UvrA 亚 基 。 人 类 的 修复 基因 也 类 似 , 但 更 复杂 。 
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甲 基 化 在 真 态 生物 有 着 不 同 的 目的 ; 即 在 不 同 功 能 条 件 下 区 分 基因 Er E S LS 
相应 的 甲 基 化 系统 。 菌 株 的 宿主 特异 性 是 对 DNA 进行 不 回 修 饰 的 结果 。 反 过 来 ,这 种 
模式 可 鉴别 DNA 的 来 源 。 杉 饰 使 细菌 可 以 区 分 自体 和 “外 来 "(foreign)DNA, 因 为 外 来 
DNA 无 相同 的 殉 饰 模式 。 这 种 区 分 使 外 来 的 DNA, 易 被 限制 酶 识别 到 其 缺 芝 适当 位 点 的 
申 基 而 切割 掉 。 

这 种 限制 酶 修饰 系统 在 细菌 中 普遍 存在 ,其 目的 是 保护 自体 DNA 不 被 外 源 基因 污 
染 。 一 种 细菌 含有 几 套 保护 其 DNA 免 遭 外 界 物质 或 因 复 制 错 误 引 起 的 损伤 。 任 何 引 起 
DNA 结构 产生 与 正常 双 曝 旋 不 同 的 变化 都 会 被 纠正 。 变 化 下 能 是 一 个 碱 基 变 为 另 _ 种 
的 单 点 突变 ,产生 不 按 Watson-Crick 规则 配对 的 碱 基 对 ,或 者 是 把 一 个 应 大 的 片段 吉 到 
DNA 序列 之 中 。 

报 伤 部 位 被 特殊 的 核酸 内 切 酶 识别 并 切除 损伤 ,由 其 他 酶 合成 蔡 居 序列, 合 起 来 称 为 
修复 系统 ,此 外 ,还 有 处 理 复制 损伤 DNA 后 所 产生 的 副作用 的 挽回 系统 。 

这 些 系统 包括 一 些 能 识别 DNA 中 的 结构 或 序列 的 酶 。 这 些 限制 酶 与 DNA 上 的 特 
吻 节 序列 结合 ,提供 了 另 一 种 对 蛋白 质 - 核 酚 相 互 作用 的 认识 。 一 些 酶 与 DNA 在 某 一 位 
点 结合 ,但 在 很 远 的 另 一 位 点 切 开 DNA ,看 来 蛋白 质 可 以 在 双 螺 旋 DNA 链 上 移动 。 一 些 
修复 酶 明显 是 通过 DNA 双 螺 旋 链 上 的 非 正常 扭曲 而 识别 DNA 上 的 损伤 位 点 。 参 与 重 
组 的 酶 可 能 结合 两 个 分 子 的 DNA 提高 它们 之 间 的 碱 基 配 对 能 力 。 

以 上 我 们 可 以 认识 到 蛋白 质 和 DNA 相互 作用 的 方法 ,这 是 基因 分 子 生 物 学 的 关键 
之 一 。 从 这 里 我 们 可 以 得 到 对 该 系统 的 本 质 的 总 体面 貌 的 了 解 。 即 保持 和 保护 DNA 以 
对 抗 环 境 或 其 他 细胞 系统 的 侵 人 。 

修饰 与 限制 系统 基 在 对 噬菌体 感染 效应 基础 上 发 现 的 。 M — PR PIE EGRE c f nit t k 
DNA 能 成 功 地 进行 相同 菌株 中 另 一 个 细菌 的 感染 ,因为 其 与 宿主 DNA 有 相同 的 修饰 模 
式 。 但 从 一 个 菌株 上 来 的 噬 艺 体 DNA, 在 转 染 到 另 一 株 时 可 被 限制 酶 攻击 。 OELSE- 
被 “限制 "到 仅 一 株 菌 上 。 

限制 不 是 绝对 的 ,一 些 感染 性 的 噬菌体 因为 靶 位 点 的 变异 或 被 宿主 系统 忽视 而 能 移 
避 修 饰 。 质 粒 对 细菌 菌株 的 特异 性 起 作用 ， 一 些 质粒 (和 噬菌体 ) 具 备 限 制 与 修复 系统 的 
基因 ,所 以 可 以 决定 其 特异 性 。 由 于 这 些 系统 存在 ,可 对 因 质 粒 或 噬菌体 传递 过 来 的 细菌 
序 询 起 筛选 作用 。 

这 种 系统 的 基本 特征 是 一 个 菌株 内 具有 与 限制 活性 相同 的 DNA TEER tE, F 
基 化 酶 把 甲 基 加 到 与 腿 制 性 内 切 酶 结合 位 点 相同 序列 的 ARCH EF, T3 piri 
位 点 能 抵抗 限制 酶 切割 。 因 此 甲 基 化 能 保护 DNA 对 抗 切割 。 

限制 性 内 切 酶 都 可 识别 特异 的 .相当 短 的 DNA 序列 作为 结合 位 点 。 结 合 之 后 并 在 
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识别 位 点 处 或 其 他 部 位 切割 ,切割 反应 在 体外 测序 和 午 构 DNA 中 广泛 应 用 。 

电 原 有 的 细菌 DNA 在 适当 的 位 点 甲 基 化 后 ,可 以 对 孤 制 性 活性 发 生 免疫 作用 (图 13 
-4)。 和 理 则 ,限制 性 内 切 核 酸 酶 将 降解 之 。 但 这 种 保护 作用 并 不 对 任何 进入 的 DNA 都 有 
效 。 这 种 DNA 有 具有 未 改变 的 靶 位 点 ,因此 可 被 限制 酶 降解 。 限 制 与 修饰 的 组 合 使 得 细 
胞 可 以 区 分 外 来 DNA 与 其 自身 的 受 保护 的 DNA 序列 。 这 里 “外 来 "DNA 指 任何 在 菌株 
内 的 缺乏 相同 的 修饰 和 限制 活性 的 DNA, E DNA 的 类 型 之 间 没有 区 别 。 同 一 菌株 内 的 
所 有 DNA 都 有 相同 的 修饰 模式 。 限 制 与 修饰 系统 对 DNA. 在 同一 菌株 不 同 菌 体 之 间 的 
DNA 传递 不 限制 。 

限制 性 酶 可 分 为 两 大 类 ,还 可 继续 分 类 , 主要 的 区 别 是 第 1I 型 系统 由 2 个 酶 承担 修 
饰 功 能 ,而 另 -- 个 承担 限制 功能 。 在 第 1,1I 型 系统 中 仅 一 个 酶 兼备 两 种 活性 ,其 中 II 类 
Bid We 13-4)。 


内 源 忻 DNA 循环 ; 
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内 源 性 DNA CPEE) 
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图 13-4 围 基 化 位 点 的 防护 作用 
X*13-4 细菌 中 限制 与 修饰 系统 的 栈 
0 类 酶 LI 类 栈 13586 
NEOR 内 切 酶 和 甲 基 一 个 酶 有 两 个 亚 一 个 酶 两 种 功能 ， 
4 后 结构 化 酶 分 离 A RUPEM DEREN 
; 4—6 bp 序列 , 通 5-7 bb 长 的 不 
识别 位 点 ONE ERES ARI 二 分 不 对 称 序列 
切割 位 点 i "AE E 位 于 识别 位 点 EE3R B fir 
. 下 识别 位 点 相同 或 接近 TM 24 ~26 bp 1000 bp 以 上 
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1.II 类 限制 酶 


I 类 限制 酶 很 有 用 ,常用 于 遗 忧 工程 。 因 为 它们 能 识别 很 多 特定 的 芭 序 列 。 每 三 种 
细菌 菌 株 中 就 有 1 种 以 上 I] 类 系统 。 每 一 种 酶 仅 贷 责 限制 作用 。 每 一 独立 的 酶 负责 同 
一 序列 的 甲 基 化 反应 。 

此 类 酶 的 结构 不 复杂 。 最 特殊 的 例子 是 EcoRI 系统 成 分 ,其 限制 酶 由 相同 亚 基 构成 
一 个 二 聚 体 , 甲 基 化 酶 是 一 个 单 素 体 ( 相 同 友 序列 的 识别 可 能 是 由 复制 识别 DNA 的 蛋白 
质 基 序 同 向 进化 的 结果 )。 

开 类 酶 的 靶 位 点 通常 由 4 一 6 bp 构成 。 因 为 对 称 , 两 条 链 上 的 碱 基 都 可 以 发 生 甲 基 
化 。 这 样 位 点 可 以 被 完全 甲 基 化 (两 条 链 都 改变 )、 半 甲 基 化 ( 仅 一 条 链 改变 ) 或 非 甲 基 化 。 
如 图 13 - 4 Biz , Ur 19.20 

1) 完全 甲 基 化 位 点 BEAR EE UR (8. LIRE BLAU 

2) 半 甲 基 化 位 点 不 能 被 限制 酶 识别 ,但 可 被 甲 基 化 酶 转变 为 完全 甲 基 化 ，; 

3) 非 甲 基 化 位 点 在 体外 可 以 是 限制 酶 底 物 ,也 可 以 被 覆 饰 。 细 胞 内 ,此 类 位 点 倾向 
于 被 限制 ;未 修饰 DNA 被 新 宿主 修饰 而 生存 的 可 能 性 很 小 ; 

在 细菌 中 ,大 多 数 甲 基 化 过 程 具 与 当前 的 收 饰 状况 的 保持 有 关 。 完 全 甲 基 化 DNA 
复制 之 后 产生 半 甲 基 化 DNA, 半 甲 基 化 位 点 识别 可 能 是 体外 甲 基 化 酶 的 通常 作用 模式 。 

大 多 数 1] 型 限制 酶 在 非 甲 基 化 位 点 切割 DNA。 每 一 条 DNA 链 切 开 一 个 键 。 有 些 
酶 产生 不 整齐 的 切口 ,有 些 产 生平 齐 末 端 。 一 种 酶 的 亚 类 可 以 在 识别 位 点 错开 几 个 碱 基 
WF DNA 链 。 

甲 基 化 酶 一 次 只 加 上 一 个 甲 基 。 如 果 底 物 均 是 非 甲 基 化 的 , 酶 则 仅 引 人 一 个 甲 基 并 
从 DNA 链 上 赔 落 。 


2. I X] 


第 开 类 和 修饰 和 限制 活性 由 IT 类 和 I 类 酶 组 成 ,都 包含 有 多 聚 体 和 同时 具有 槟 酸 内 
切 酶 活性 和 甲 基 化 功能 。 二 者 作用 机 制 与 开 类 活性 颇 为 不 同 。 还 不 清楚 1 类 或 III 类 系 
统 在 细菌 中 到 底 占 多 大 比例 ,但 是 肯定 比 IT 类 系统 少 。 

LS Bi DUX EG FER. KB 株 的 hsd 系统 中 EcoK 和 EcoB 变 体 为 代表 ,并 且 最 先 被 发 
现 。 此 类 系统 由 三 种 亚 基 组 成 ( 见 图 13 - 5), EcoK 了 酶 由 两 个 拷贝 的 有 亚 基 ,两 个 拷贝 的 
M 亚 基 和 一 个 拷贝 的 S 亚 基 组 成 。R 亚 基 负责 限制 功能 ,M 亚 基 负 责 甲 基 化 ,S 亚 基 负 责 
Wa DNA EBji S, Mg B S 亚 共 识别 后 , 酶 结合 刘 DNA. 上 ,随后 进行 限制 或 
Fem, AA RUM 亚 基 在 作用 时 是 相互 排斥 的 。 

每 一 亚 基 都 由 一 段 基因 编码 。hsdR 突变 体 为 表现 型 -m+ ;它们 不 能 限制 DNA, 但 
可 以 修饰 之 。hsdS REKA rm” ; 既 不 限制 也 不 能 修饰 DNA。jhsdM 突变 体 可 阻止 限 
WREE Ait, MESS REH fE, 这 可 能 是 一 个 失败 一 一 安全 机 制 ,使 
hdMž EEA r m ,而 不 是 r'm 表现 型 ,否则 是 致死 性 的 (因为 此 时 限制 活性 可 降解 
AS Ej ERIS dE ME ffs DNA), 

EcoB 和 EcoK 酶 为 等 位 基因 的 产物 。 他 们 的 各 序列 不 同 ,但 在 二 倍 体 中 ,同一 菌 穆 
中 的 S 亚 基 可 能 诱导 另 一 菌株 的 Rom M 亚 基 活 性 。 证 明 识别 步 莉 与 艇 后 的 切割 或 甲 基 
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EcoB 酶 ,具有 相同 大 小 的 亚 基 , 但 它们 的 摩尔 
4 数 比 不 同 。 BB 株 的 M 和 和 S 亚 基 可 形成 1:1 复合 物 ， 
可 以 与 限制 功能 无 关 地 行使 申 基 化 功能 。 这 可 能 
ns 人 是 一 个 自然 过 程 , 因 为 三 个 基因 位 于 一 个 操纵 子 
EN 内 ,顺序 是 ; PI-hsdR-P2-hsdM-hsdS ,其 中 PI 和 
始 于 第 一 位 点 的 mRNA  ; , : 
] 个 下 P2 为 独立 的 启动 子 。 国 此 AM 和 hsdS 可 以 独立 
i 于 hsdR 得 到 表达 。 
省 白质 EcoB 和 EcoK 的 识别 位 点 为 两 部 分 结构 ,每 一 


SSkDa &kDa NE 位 点 由 一 特异 的 3 bp 序列 和 另 一 部 分 的 4 bp 序列 
组 成 ,中 间 上 由 几 个 碱 基 对 分 隔 。 识 别 位 点 分 为 两 部 


分 意味 着 两 部 分 都 位 于 DNA 表面 ;中 间 播 入 区 域 
眼 制 和 修饰 栈 报 位 点 的 每 一 边 看 来 被 S 亚 基 的 特定 区 域 所 


识别 。HsdS 的 基因 之 间 的 重组 可 以 是 两 个 区 域 的 
交互 重组 。 重 组 S 亚 基 利用 从 亲 代 菌株 来 的 左边 
组 分 和 另 一 亲 代 菌株 来 的 右 组 分 识别 靶 位 点 。 识 


i d 
"m" 别 位 点 的 两 侧 都 是 不 对 称 的 ,但 二 者 都 具有 在 互补 


链 上 修饰 的 腺 嗓 叭 基 团 ,如 下 列 所 示 ， 


had hsdM hsdS 


图 13-5 IXENA EAE f 
"TGANNNNNNNNTGCT 


ACTNNNNNNNNAGCA 


某 一 位 点 的 DNA J& t OTRAS STAR Pf Je cb Ur e RS e ES S mE 13-5 所 示 。 如 果 
Wf etsi 4: TRER MRS 2 £5 (HEB BLAREE ,不 发 生 任何 反应 。 如 果 靶 位 点 是 半 
甲 基尼 的 , 酶 则 甲 基 化 那 条 未 甲 基 化 链 ,以 延续 其 在 宿主 DNA 内 的 甲 基 化 状态 。 如 果 吉 
位 点 为 非 甲 基 化 ,识别 过 程 激活 切割 反应 。 由 于 甲 基 化 的 基 团 由 辅助 网 子 S-E- 
硫 氨 酸 (SAMD 提 供 , 在 反应 中 转变 为 S- 腺 睦 险 -高 半 腾 氨 酸 (SAH)。SAM 与 M 亚 基 结 
合 。 在 反应 的 初期 ,SAM 起 着 一 个 别 构 剂 (allosteric effecter) 作 用 ,改变 S 亚 基 构 象 使 之 
与 DNA 结合 。 

与 DNA 结合 后 ,下 一 步 是 与 ATP 反应 。 如 果 酶 与 一 完全 甲 基 化 位 点 结合 ,ATP 到 
达 后 ,使 之 从 DNA 上 释放 。 在 一 个 非 甲 基 化 位 点 上 ,ATP 把 酶 转变 成 -- 种 易于 进行 切割 
KRE. ARRET R 亚 基 。ATP 水 解 对 切割 DNA 是 必需 的 。 在 限制 步骤 发 生 之 前 
SAM ME LEH. 

1 类 酶 表现 出 一 种 识别 位 点 和 切割 位 点 之 间 的 超常 关系 :切割 位 点 距离 识别 位 点 
1000 bp 以 上 。 切 制 不 针对 某 一 特定 的 序列 ,但 也 不 是 完全 随机 的 ,因为 有 一 些 DNA 区 
域 经 党 被 切割 (识别 位 点 和 切割 位 点 的 差异 意味 着 识别 位 点 不 能 用 标志 DNA 损伤 的 方 
法 定义 ; 报 位 点 是 由 它们 在 甲 基 化 修饰 来 定义 的 )。 切 割 反应 本 身 包括 两 步 反 应 ;首先 , 
条 DNA 链 被 切 钢 ;然后 另 一 条 链 在 附近 切 开 ,在 切割 位 点 两 端 区 域 发 生 核酸 外 切 (exonu- 
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ps lt - ESAE (SAM) 


活化 形 式 
"EM ub DNA RPE DNA 


MAL 
Ln AM 5 € D € SAM » 


CH, 
CH, H; 
VOVO WVAN NOAA VY 
CH, CH; is ; 
KEM DNA 上 释放 DNA RZE — DNA 在 远 处 位 点 上 被 切 开 


图 13-6 I3EBEGfE SUL 
酿 与 靶 位 点 结合 , 热 后 欠 完 全 甲 基 化 的 位 点 上 释 衣 出 来 ,完成 半 甲 基 化 位 点 
的 甲 基尼 ,或 从 非 甲 基 化 位 点 处 沿 DNA 3835 , UD B E DNA 分 子 的 其 他 位 点 。 
cleolytic) KE fi ATP 大 重水 解 ,其 功能 还 未 知 。 
酶 是 如 何 识 别 一 个 位 点 ,又 在 那么 远 处 切割 另 一 点 呢 ? 一 个 重要 的 特征 是 蛋白 质 从 
不 放 开 其 原先 结合 的 DNA 分 子 。 如 果 酶 与 包括 修饰 和 未 修饰 的 DNA iRGU—ENHS. 
在 识别 某 一 结合 位 点 后 , 酶 不 与 未 甲 基 化 DNA 分离, 以 找到 切割 位 点 。 
两 种 模型 可 以 解释 识别 和 切割 位 点 之 间 的 关系 ,中 酶 移动 ;IDNA 移动 。 见 图 13- 7。 


ub ^ ^ 
1 结合 位 点 HAR 


等 的 移动 
—— M —- 


DNA MIHA) 


8013-7 工 类 酶 作用 的 两 种 模式 
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如 果 酶 移动, 它 可 能 在 DNA 链 上 移动 (原因 未 知 ) 直 到 它 实 施 切 割 。 如 果 DNA 移 
动 , 酶 则 可 能 仍然 保留 在 识别 位 点 上 ,由 它 扯 动 DNA 通过 酶 上 的 第 二 个 结合 位 点 一 直到 
达 一 个 切割 区 域 。 图 13-8 显示 了 显微镜 下 酶 产生 的 DNA 环 ; 看 来 酶 切割 之 后 仍然 留 在 
原来 的 识别 位 点 上 ,支持 第 二 种 模型 。 


图 13-8 工 类 限制 酶 作用 实例 
此 酶 可 以 同时 结合 DNA 分 于 上 的 两 个 位 点 ,产生 一 个 环 {Robert Yuan 提供 )。 


3.11 3608 12 


有 3 种 I 类 修饰 和 限制 酶 已 经 知道 得 较 清楚 [17], Eco PT, EcoP15, Hinfo EcoP] 和 
EcoP15 是 由 大 肠 丁 菌 的 质粒 Pl 和 PIS 编码 ,Hinf 则 见于 血清 型 为 Rf 的 人 流感 病毒 ,每 
种 酶 由 两 类 亚 基 组 成 。R 亚 基 负责 限制 功能 ,MS 亚 基 负责 修饰 和 识别 。 

收 饰 和 限制 活性 同时 表达 。 酶 首先 结合 到 其 在 DNA 上 的 位 点 ,结合 时 需要 ATP 
ATP 的 依赖 随 酶 种 类 而 异 ) ,然后 甲 基 上 化 和 限制 活性 竞争 与 DNA 反应 。 

围 基 化 发 生 在 后 位 点 ,与 MS 亚 基 上 有 甲 基 化 和 识别 机 能 的 现象 一 致 。 限 制 性 切割 
发 生 在 一 端的 24 一 26 个 碱 基 远 处 ,可 能 是 酶 足够 大 能 达到 这 样 的 跨度 ,如 图 13-9 所 示 。 
限制 性 切割 产生 不 平 齐 切口 ,有 2 一 4 TRENE, 

A P HLR M BEERA Pl 和 P15 具有 一 些 内 在 特征 :只 能 甲 基 化 一 条 链 。 位 点 
序列 分 别 为 : 

sPl AGACC sP15 CAGCAG 
TETOU GTOGTU 
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图 13-9 II 类 酶 的 两 个 亚 基 
(OMS 亚 基于 狗 位 点 上 的 识别 和 甲 基 化 ;{2}R 亚 基于 附近 位 点 的 限制 性 酶 切 作 用 。 


甲 基 化 状态 是 如 何 持续 的 呢 ? 图 13 - 10 显示 
了 两 类 位 点 由 复制 产生 。 一 个 复制 子 具备 原先 的 甲 
基 化 链 ;事实 上 它 与 亲 代 位 点 没有 区 别 。 另 一 复制 。 AGACC 
子 为 完全 非 甲 基 化 ,所 以 原则 上 既是 限制 作用 又 是 du S DR 
修饰 作用 的 靶 位 点 。 是 什么 决定 了 它 甲 基 化 而 不 发 AGACC 
生 限 制 反 应 呢 ? 还 不 清楚 ,有 一 种 说 法 认为 修饰 反 dien 
应 与 复制 作用 相 联系 。 图 13- 10 入 饰 与 复制 的 联系 
单 碱 基 改变 影响 序列 但 不 改变 DNA 总 体 结 甲 基 化 的 { * )aPl 序列 复制 产生 一 个 甲 基 化 
Ho H DNA 双 螺 旋 分 开 时 不 影响 转录 和 复制 。 这 和 一 个 非 甲 基 化 复制 子 。 
样 这 些 改 变 将 把 损伤 效应 通过 DNA 序列 上 的 改变 
传递 给 后 代 。 


亲民 位 点 ET 


X135 与 DNA 复制 或 修复 有 关 的 突变 体 基因 


基因 座 Wet 
muti = dua DNA RAR III 的 亚 基 
mut = uvrD DNA RIEN uvr AE SEE E) 
muH, U dam ER RADERA 
mutL, S Ditto; 岂可 以 从 CT 错 配 中 移 去 工 
mutYa AAGA A-C 错 配 中 移 去 入 
a I ccce oe 


八 、 大 胎 杆 菌 的 挽回 系统 


挽回 系统 (retrieval system) Jj Bk ^ E; E iH ER "(post-replication repair) ,因为 它们 在 复 
制 后 起 作用 ,或 称 为 “重组 修复 "(recombination-repair)， 因为 其 修复 过 程 与 遗传 重组 过 程 
TH BL. TUR BEALI RII SH D RER UE P^ IIT ER EEE, 收复 
模型 见 图 13 - 11, 

假如 有 一 个 DNA XU eg M Hil, ER FE RRE SE TIENE T RUHK 4 DNA 复制 


4n 


Tct 
dk DNAR E 


HHHHHELIOMEIHHIHI HH e 


WV TETT uu a. 复制 产后 -一 条 正 
JACO M a E oosozó- 


TT 个 缺口 的 拷贝 机 
B b LN MOM M B 8.8 M B B. 17557 


v 挽回 
W RAe 


序列 而 修复 


的 
8.8.2L.2L 2L 2L ML EEE 


图 13-11 太 肠 村 芋 的 挽回 修复 系统 


时 ,二 来 体 阻止 损伤 位 点 成 为 模板 ,复制 只 能 被 迫 放弃 这 个 位 点 。 

DNA 到 全 酶 可 能 进行 到 达 或 接近 喀 喧 二 聚 体 ,然后 潍 合 酶 停止 合成 相应 的 子 链 , 随 
后 在 更 过 的 距离 上 重新 开始 复制 ,新 合成 的 链 上 留 下 了 一 个 空 负 ，。 

产生 指 子 代 双 链 在 本 质 上 不 同 。 其 中 一 条 有 父 链 的 损伤 加 合 物 , 另 一 条 链 上 有 一 段 
长 的 空缺 。 A 一 对 子 链 上 则 有 未 损伤 的 父 链 和 一 条 正常 的 互补 链 。 挽回 系统 正 是 利用 了 
正常 的 子 链 。 在 含有 损伤 位 点 的 那 对 子 链 中 ， 与 损伤 位 点 相对 应 的 空缺 处 是 由 获取 正常 
子 代 双 链 中 的 同 源 性 单 链 的 信息 而 补 上 的 。 在 进行 单 链 交换 (single-strand exchange) 之 
后 , 受 体 双 链 就 含有 一 条 损伤 的 父 链 和 另 -- 条 野生 型 链 。 供 体 双 链 有 一 条 正常 的 父 链 而 
互补 链 有 一 个 空缺 ;空缺 可 由 通常 途径 的 修复 来 台 成 填充 ,产生 一 条 正常 的 双 链 。 这 样 ， 
损伤 仅 被 局 限于 原先 的 扭曲 位 点 。 只 要 进行 复制 ,就 必须 重复 这 个 过 程 , 直 到 损伤 由 切 
除 -修复 系统 除去 。 

在 缺乏 切除 修复 机 制 的 大 肠 杆 菌 中 ,rec4A 基因 的 突变 基本 上 消除 了 所 有 的 其 他 修复 
和 修复 机 制 。 在 wwr_recA 细胞 中 试图 复制 DNA 时 产生 与 期 望 的 TT SEE A Rag BE RE AB 
当 大 小 的 DNA 片段 。 该 结果 提示 当 RecA 功能 缺乏 时 二 化 体 可 产生 一 个 致死 性 的 复制 
Ri fg 这 解释 了 为 什么 双 突 变 体 染 包 体 组 不 能 耐 受 1--2 个 以 上 的 二 又 体 ( 野 生 型 菌 可 以 
耐 受 达 50 ^ — RE f&), 

recA 基因 与 其 他 的 re REEERE, de 中 所 用 的 部 分 蛋白 与 重组 
中 所 用 的 相同 ,但 不 完全 相同 ,因为 有 些 突变 体 仅 影响 一 种 机 能 ,而 对 另 一 种 机 能 不 影响 、 

recA 罕 变 体 几 乎 完全 形 失 遗传 重组 机 能 和 挽回 修复 乘 统 。RecA TAHAE DNA 
分 子 之 间 进 行 链 交 换 的 能 力 ,这 是 重组 机 能 的 关键 ,并 且 也 参与 重组 -修复 过 程 中 的 单 链 
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交换 (Single-strand exchange). RecA 看 来 也 直接 参与 上 述 的 倾向 褒 错 (error-prone) 途 年。 

双 突 变 体 的 特性 所 示 recA 参与 黄种 rec 通路 。 为 检测 是 否 有 相似 功能 的 珊 个 基因 
是 否 为 相同 或 不 同 通路 的 一 个 组 分 ,把 单 点 突变 体 的 表现 型 与 双 突 变 体 的 表现 型 进行 了 
比较 。 如 果 基 因 在 同一 通路 中 , 则 双 点 突变 将 与 单 点 突变 的 表现 型 相同 。 如 果 在 不 同 的 
通路 中 , 双 点 突变 将 缺乏 两 种 通路 ,而 不 是 一 种 ,这样 将 成 为 比 单 点 突变 更 严重 的 表现 型 。 
通过 这 个 设计 判别 出 一 个 rec 通路 包括 recBC 基因 , 另 一 个 包含 recF 基因 。 

recBC 基因 编码 核酸 外 切 酶 V 的 两 个 亚 基 , 其 作用 由 通路 中 的 其 他 成 分 控制 。 在 
recA 突变 体 中 , 酶 不 受 控 制 ,降解 了 大 量 的 DNA, 即 产生 “上 协 茵 的 ”表现 型 。recF 的 功能 
还 不 知道 ,其 他 rec 位 点 通过 对 重组 -修复 或 重组 的 突变 效应 而 得 到 鉴定 。 其 中 有 几 个 是 
通过 其 对 其 他 rec. 突变 体 的 抑制 能 力 而 监 唱 出 来 的 。 

这 些 基 因 的 命名 是 基于 宽 变 体 的 表现 型 ,但 有 时 在 一 种 条 件 下 分 离 并 命名 为 wwr X 
因 座 的 突变 体 ,结果 却 在 另 一 条 件 下 分 离 成 为 rec 基因 座 。 从 这 种 不 确定 性 得 出 了 一 个 
要 点 。 不 能 定义 有 多 少 功 能 是 属于 一 个 通路 或 通路 之 闻 是 怎样 相互 作用 的 ,wwr 和 rec 
通路 并 非 完全 独立 ,因为 ur 突变 体 同 时 也 显示 重组 -修复 的 效率 降低 。 

可 以 预计 今后 会 发 现 核酸 内 切 酶 .聚合 酶 和 其 他 活性 的 网 络 ,构建 部 分 重 登 的 悠 复 系 
统 ,或 者 在 其 中 一 种 发 挥 某 一 功能 的 酶 可 被 另 一 种 其 他 通路 的 酶 替代 。 

RecA 蛋白 直接 参与 重组 -修复 仅仅 是 其 机 能 之 一 。 这 种 特别 的 蛋白 质 还 有 另 - -种 很 
特别 的 功能 : 当 它 被 紫外 线 辐射 激活 (或 男 一 种 阻 断 复制 的 手段 ) 时 ,可 引起 蛋白 水 解 酶 切 
割 一 系列 的 目标 蛋白 。 原 先 认为 RecA 本 身 是 一 种 蛋白 酶 ,但 现在 看 来 是 它 触 发 了 位 于 
目标 蛋白 内 潜在 的 蛋白 水 解 活 性 。RecA 的 激活 负责 诱导 许多 基因 的 表达 ,包括 修复 功能 
(如 长 补丁 能 复 模式 )。 

RecA 蛋白 的 双重 活性 使 之 很 难 知道 recA 突变 体 中 的 修复 缺陷 是 由 于 衫 失 了 RecA 
的 DNA 链 一 一 交换 机 能 还 是 丧失 了 一 些 其 他 的 依赖 蛋白 酶 活性 的 机 能 的 结果 。 


Zi. SOS RAT] 


许多 损伤 DNA 或 抑制 大 电 秆 菌 复 制 的 手段 引起 一 系列 综合 的 表现 型 改变 称 为 SOS 
区 应 ,这 是 由 RecA 蛋白 和 LexA 抑制 物 相 互 作用 而 引起 的 。 

由 UV 照射 或 交 联 剂 或 煤化 剂 引起 的 损伤 以 及 多 种 方法 导致 的 复制 抑制 如 TER, 
FEE 25/49 RERE TETUA SORN, 

SOS 反 应 表现 为 修复 损伤 DNA 的 能 力 增强 ,这 是 通过 诱导 长 补丁 能 复 系统 和 Rec 
重组 -修复 系统 组 分 的 合成 来 实现 的 。 此 外 ,细胞 分 覃 抑制 ,并 可 能 诱导 淤 原 性 原 噬菌体 。 

反应 的 初期 是 损伤 处 理 激活 RecA, B 前 还 不 清楚 损伤 和 RecA 活性 的 突然 变化 有 何 
关系 。 因 为 很 多 种 损伤 都 可 诱发 SOS 反应 , 自 前 的 工作 主要 集中 在 RecA 由 一 些 普通 的 
DNA 代谢 产物 激活 的 想法 上 。 - 

诱导 信和 号 可 能 由 一 个 从 DNA 土 释放 的 小 分 子 组 成 ;或 是 DNA 本 身 形成 的 一 些 结 
构 。 体 外 RecA 的 激活 需要 单 链 DNA 和 ATP 存在 。 这 样 激活 信号 可 能 是 在 损伤 位 点 处 
的 单 链 区 域 存 在 。 不 论 信 号 是 什么 形式 ,其 与 RecA 的 作用 很 快 :SOS 反应 发 生 于 DNA 
损伤 后 数 分 钟 之 内 。 
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RecA 激活 后 可 引起 蛋白 溶解 性 切割 LexA 产物 。LexA 是 一 个 小 蛋白 (22 kDa), Æ 
未 经 处 于 的 细胞 中 相对 稳定 ,对 许多 操纵 子 起 阻 遏 物 作用 。 切 割 反 应 有 特别 的 地 方 : Lex- 
太 县 有 潜在 的 蛋白 酶 活性 ,并 由 RecA 激活 。 当 RecA 激活 ,引起 LexA 发 生 自体 催化 的 自 
身 切 割 过 程 ;这 祥 使 LexA RGB DRE A 18 ,结果 诱导 了 所 有 与 之 联结 的 操纵 子 。 其 过 程 见 


图 13-12, 


调节 流程 图 外 基因 的 状态 
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AVRANNO, ANAVAA 
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RecA 的 诱导 


RecA 引 发 Lexa fM Y 
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813-12. LexA 蛋白 卸 制 许 过 基因 ,包括 recA 和 jexA ACE LE LG RecA 
导致 水 解 切除 LexA 从 而 诱导 被 掉 制 的 基因 。 


LexA 阻 遇 的 目的 基因 包括 许多 修复 机 能 ， 目前 其 中 仅 一 部 分 被 鉴定 出 来 ,对 LexA 
反应 基因 的 系统 扫描 已 经 通过 融合 随机 的 操纵 子 和 LacZ 基因 的 方法 构建 ,然后 测定 当 
细胞 用 DNA SUR LIBER] 8-- 半 乳糖 苦 醇 产物 上 升 的 水 平 。 至 少 检 出 了 5 种 相关 基因 ， 
都 称 为 din (damage inducible}, 原先 已 知 的 SOS 反应 组 分 的 基因 和 包括 recA , lez, 
uvrA ,uwvrB umul 和 himA , 

一 些 SOS 基因 仅仅 在 经 处 理 的 细胞 中 有 活性 , 另 一 些 则 在 未 经 处 理 的 细胞 中 也 有 活 
性 ,但 表达 水 平 随 LexA 切除 而 升 高 。 wwrB ,为 切除 修复 系统 的 基因 组 分 之 一 ,有 两 个 启 
动 子 ;一 个 与 LexA 无 关 , 另 一 个 受 其 调控 。 故 LexA 切除 后 ,该 基因 可 从 第 二 个 启动 子 处 
开始 表达 。 

IexA 阻 遏 其 目标 基因 是 通过 结合 到 -一 个 20 bp 长 称 为 SOS 盒 (SOS box) 的 DNA 序 
列 上 ,该 序列 是 对 称 的 ,并 有 一 个 找 贝 存在 于 每 一 目的 位 点 上 。 SOS 合 在 不 同 的 位 点 上 并 
不 相同 ,但 在 8 个 位 点 上 完全 保守 。 与 其 他 操纵 子 相同 ,SOS &5 BIB TEE, 在 
LexA 8t 5& , B TED BE EAA WS E4989 SOS &. 

RecA 和 LexA 在 SOS 环 路 中 是 两 个 相互 关联 的 目标 。RecA 激发 LexA 的 切割 ,后 


- 424 ， 


FIGE RecA。 所 以 SOS 反应 同时 放大 RecA 蛋白 质 和 LexA 阻 过 物 。 结 果 不 像 开始 时 出 
现 的 那样 矛盾 。 

RecA 蛋白 表达 增强 是 其 在 重组 -修复 途径 中 起 直接 作用 所 必需 的 。 在 诱导 过 程 中 ， 
RecA 水 平 从 其 基线 水 平 的 约 1200 分 子 / 鲍 胞 上 上升 约 50 税 , 诱 导 细 胞 中 的 高 水 平 意味 着 
有 足够 的 RecA 来 保证 所 有 的 LexA 蛋白 被 切 开 。 以 防止 LexA 重新 形成 对 目的 基因 的 
EL. 

但 是 该 网 胞 环 路 的 主要 特性 还 在 于 其 能 迅速 地 回复 到 正常 状态 。 当 诱导 信号 被 去 除 
后 ,RecA 和 证 白 质 失 去 使 LexA 脱 稳 定 的 能 力 。 此 时 , LerA 基因 高 水 平 表达 ,在 缺乏 活化 
的 RecA 时 ,LexA 蛋白质 迅 速 以 未 切割 形式 积累 并 关闭 SOS 基因 。 这 可 以 解释 为 何 SOS 
反应 是 完全 可 北 的 。 

RecA 也 和 触发 其 他 细胞 靶 点 的 切 钙 ,有 时 结果 更 直接 。UrmuD 蛋白 在 RecA 激活 后 即 
被 切割 ,以 激活 UmuD 和 倾向 容 铺 (error prone) 修 复 系统 。 

RecA 激活 也 引起 其 他 一 些 阻 遇 和 蛋白 的 切割 ,包括 几 种 原 噬 菌 体 的 切割 。 其 中 有 入 阻 
过 物 ( 正 是 其 中 发 现 了 蛋白 醇 活 性 ) ,这 解释 了 为 何 和 总 是 由 UV 照射 激活 ,蛋白 溶解 阻 过 
物 被 切除 ,释放 旧 菌 体 进入 溶解 循环 。 

这 个 反应 不是 一 个 细胞 SOS 反应 ,但 代表 通过 原 噬 菌 体 识 别 细胞 是否 遇 到 麻烦 。 于 
是 通过 进 人 洲 解 循环 来 产生 原 噬 茧 体 以 保证 存活 。 从 这 个 角度 来 看 , 原 噬 菌 体 诱 导 反 作 
用 (piggybacking) 于 细胞 系统 是 通过 对 同一 诱导 物 (RecA) 激 活 反 应 来 实现 的 a 

所 有 已 知 RecA 激活 时 的 靶 蛋 白 都 在 -Ala-Gly 二 上 肪 序列 的 中 间 多 上 肘 链 切 开 。 在 二 
肽 的 两 端 只 有 腿 的 氨基 酸 具有 癌 源 性 ,提示 和 恒 白 质 的 四 级 结构 是 目标 识别 的 重要 特征 。 

RecA 的 两 种 活性 是 相对 独立 的 , recA441 突变 体 使 SOS 反应 发 生 而 无 须 诱导 ,可 能 
因为 RecA 自发 地 保持 在 激活 状态 。 其 他 突变 丧失 了 被 激活 的 能 力 。 两 种 类 型 的 突变 都 
不 影响 RecA 处 理 DNA 的 能 力 。 反 向 类 型 的 突变 使 重组 功能 失 活 ,但 仍 完全 保留 诱导 
SOS 反应 的 能 力 , 这 样 产生 对 RecA 在 修复 通路 中 的 直接 或 间接 作用 时 的 去 干扰 。 


十、 与 修复 有 关 的 人 类 疾病 


有 几 种 人 类 的 遗传 疾病 是 由 于 DNA 收复 基因 的 突变 所 引起 的 : 

(1) 着 色 性 干 皮 病 【xeroderma pigmentosum ) 些 疾病 是 由 于 切除 修复 或 者 后 复 
制 修复 的 缺陷 所 引起 。 特征 是 光照 性 皮肤 病 和 早期 皮肤 交 , 有 些 病例 表现 神经 系统 异常 。 

(2) HARA (Codkayne's syndrome) REACER Del E E HUR T 
BF, 典型 的 形式 是 由 于 CSA 和 CSB 基因 突变 所 致 ,这 两 种 基因 为 转录 -修复 侦 联 
(TRC) 所 必需 ,而 其 他 形式 则 在 XPB; XPD 或 XPG 等 的 基因 土 发 生 突变 。 由 于 XPB 和 
XPD Æ TFIIH 的 亚 基 ,XPG 与 TFHH 紧密 结合 ,这 些 基 因 突 变 导 致 缺乏 TRC。 引 起 该 
综合 征 。 

(3) 运动 失调 性 毛细 血管 扩张 症 (atacsia telangiectasia, AT) 此 症 是 以 小 脑 性 运 
动 失调 , 瘤 症 发 生 率 商 和 电离 辐射 ( 非 UV ) 敏 感 为 特征 的 自发 退化 性 疼 病 。 原 因 是 编码 
类 PL3 激酶 的 基因 ATM 在 所 有 的 4 个 互补 基因 中 发 生 恋 异 。 

(4) Bloom 综合 征 (BS) 特征 是 中 度 的 光 过 敏和 侏儒 症 MEHR EUR E LBS 细胞 


的 姐妹 染色 质变 换 速 率 升 高 ,并且 单 链 航 口 处 接合 速度 缓慢 。 
(5) 范 可 尼 贫 血 {Fanconi's anemia, FA) 表现 为 再 生 障 碍 性 贫血 ,各 类 血细胞 减 
少 , 最 终 成 为 白血病 和 和 早 亡 。FA 细胞 表现 为 染色 体 畸 型 并 且 对 交 联 剂 极其 敏感 。 与 此 
有 关 的 有 4 个 互补 基因 FA-A 到 FA-D. KP. FAC 基因 已 被 克隆 ,编码 63 kDa EAM. 
(6) MÆ iE EM RI BIG. (amyotrophic lateral sclerosis) 此 症 的 特征 是 整 
个 坤 经 系统 运动 神经 元 进行 性 的 退化 。 有 些 家 族 性 的 形式 与 CuZnSOD 的 错 义 突变 有 
关 。 人 们 推测 SOD 减少 使 得 过 氧化 物 蕾 积 损伤 运动 神经 元 。 


第 三 节 基 因 突 pec) 


在 所 有 生物 的 基因 组 中 的 DNA 并 不 稳定 ,相反 ,很 容易 发 生 各 种 各 样 的 可 以 遗传 的 
改变 , BEE S UTE ( mutation) o 携带 突变 的 生物 个 体 或 群体 ( 株 / 系 ) 称 突变 体 (mutant)。 
较 大 规模 的 突变 和 染色 体 异 常 包括 染色 体 的 丢失 或 获得 以 及 素 色 单 体 的 断裂 或 重新 接 
合 , 较 小 规模 的 罕 变 可 按 不 同 的 角度 分 为 许多 类 ,如 仅 一 个 DNA 碱 基 发 生 突变 , 称 点 帘 
AE (simple mutation) , CA BÀ 1-45 REAREA db DLE 0] 2n [8] P d 其 中 较 重 要 的 分 
类 是 按 突变 的 形式 ,包括 ;名 碱 基 替换 (base substitution), © 缺失 (deletion) ; D FA Gn- 
sertion) « LAE BESOIN BUR ^E fe — TREE, DAREA LERES: dE 
一 个 或 多 个 核 朝 酸 从 一 个 序列 中 被 删除 ;插入 指 一 个 或 多 个 核 井 酸 被 插 人 蘑 一 序列 ,但 也 
BHAA -MAHER HN 或 复制 移 换 指 一 个 位 点 上 的 序列 被 复制 并 被 插 人 另 一 位 
点 。 非 拷贝 移 换 指 DNA 序列 从 一 个 位 点 简单 地 称 换 到 另 一 位 点 。 后 者 在 人 和 哺乳 动物 
染色 体 组 中 少见 ,而 多 数 道 过 RNA 介 导 故 为 另 一 位 点 的 拷贝 。 


一 、 突 变 的 命名 和 表示 方法 


人 类 基因 和 等 位 基因 一 般 以 人 类 基因 图 谱 会 议 命名 委员 会 所 定 的 名 称 命名 ,等 位 基 
因 的 变 蜡 体 收 录 在 OMIM 数据 库 中 其 且 按 顺序 标号 ,方法 是 基因 名 称 后 跟着 星 号 (x) 
和 系列 号 ,例如 HBB * 0403, 1995 年 和 1998 年 的 Trends in Genetics 副刊 出 版 了 包括 许 
多 生物 的 遗传 学 命名 法 。 表 13 -6 则 是 描述 罕 变 的 命名 法 26] ， 


1-6 描述 突变 的 命名 法 


mium 
用 单字 母 编码 : A— EUR. CER ; Dx ER E—-8 8E; FEAE; Gia 
BIH— SM LE RERIK- ÓEEBIL-— Sam. M—F 8S8, N- RARE: PA 
M QERRE R——MAR; SHAR T ERR; V — AAR W— e RR, Y——NH RE 
X——8 IE SEL E. 
RIUH— 第 117 SUEIE UH EEG TE HUE SEA 
0342H—— 88 542 fr H AES IB SR IE HE 


一 一 LLL 
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Sx 


AFREEN 
核 苷 梧 标 记 通常 在 前 和 加 上 nt (HERE np( 核 音 酸 对 )。 一 般 情 况 下 号 码 为 :DNA 的 有 意义 链 (线粒体 突 


TAA. BOTE cDNA 的 守 端 未 加 定义 ,所 以 其 的 号 有 可 能 是 已 发 表 的 特殊 序列 。 内 合子 中 的 核 芽 酸 可 
通过 它们 与 最 近 外 显 子 的 相对 位 置 来 区 别 。 

1162(G-*A) 或 np1162(G--A) 一 一 cDNA 中 的 第 1162 5 Sat fie (6; 

621 + KG 一 T) 一 一 内 售 子 中 的 第 -RER CR 009) ,即位 于 一 个 外 元 的 最 后 一 个 核 背 酸 (第 621 位 ) 紧 后 
DE E i-i li 

1781-5(C—- A) 一 一 在 1781 AE S 端 前 边 内 含 子 中 第 5 1-9CECT IR a ACE DICAS 


缺失 和 播 入 
Delta-F508 8& AF508 一 一 第 508 GOEDNSLAT WES T MX ; 


niG232(del5) 一 一 5 个 核 苷 酸 缺 失 , 其 中 第 一 个 位 于 6232 fh; 


AED BR E LBS N AE AE . 


FER (wild type} 和 突变 型 (muatant) 是 一 个 相对 的 概念 ,野生 型 是 指 没有 发 生 突变 
的 基因 ;而 突变 体 就 是 指 相对 的 某 一 性 状 的 野生 型 基因 发 生 突变 之 后 ,所 表现 出 来 的 性 状 
发 生 改 变 的 表现 型 ,其 本 质 为 DNA 分 子 结构 上 的 改变 。 在 大 多 数 情况 下 野生 型 表现 为 
具备 某 种 能 力 的 性 状 ( 用 -+ 表示 ) ,而 相对 的 突变 体 表现 为 缺乏 这 种 能 力 的 性 状 ( 不 用 -~ 表 
示 )。 如 负责 细菌 合成 精 氨 酸 (Arg) 能 力 的 基因 arg ,野生 型 表现 型 为 Arg ,其 突 恋 型 由 
于 不 具备 合成 精 气 酸 的 能 力 , 即 为 arg -。 野生 型 和 突变 体 的 表示 方法 见 表 13 - 7。 
于 13-7 细菌 突变 体 的 突变 于 示 法 


表现 型 
ERIT EN Sub* , Sub“ 
抗生素 耐 受 或 孝感 Ant; An? 
基因 型 
能 合成 物质 的 车 生 型 sub * 
上 述 基 因 型 的 变异 体 sub 
突变 的 subA 基因 ;第 63 号 罕 变 (党 用) SBAT; subA S3 * i subATTS) ie A Cam Xp) e 
对 某 种 抗生素 抗 性 或 
敏感 的 基因 型 
对 某 种 抗生素 抗 性 ; 繁 感性 基因 型 ant, ant? 


* BOE ORAN WC HAAF; CTS) dir BEUB RE S e (Am) BUR CXEIDC SORUE (UAG) COc) BOR MER 0X 
X SUE (UAA), COpaD 828 31,77 98 c 3, CF (UGA) 


ant 


二 ,突变 分 类 


突变 发 生 的 这 程 称 为 突变 生成 作用 (mutagenesis)。 在 自然 界 中 发 生 的 这 个 过 程 称 为 
自发 突变 生成 (spontaneous mutagenesis} ,所 产生 的 突变 体 称 为 自 发 突变 体 (spontaneous 
mutant); 人 为 地 使 突变 发 生 的 过 程 , 称 为 诱 变 (induced mutagenesis) ,所 产生 的 突变 体 称 
诱发 突变 体 (induced mutant)。 诱 变 和 DNA 序列 测定 方法 一 样 , 都 是 分 子 生物 学 研究 中 
的 重要 方法 。 

从 不 网 的 角度 来 看 ,基因 罕 变 可 以 分 为 许多 相 半 联系 的 类 别 。 从 突变 中 碱 基 对 变化 

Me 


EO E EEG, n] Ap Du HR CERE. (point mutation). MÆ ARE (multiple mutation) , 单 点 
SE 7E TEUER ^E — P SOROR ERE EAR) E DETRAS ERA DROITE ES HA 
SEE X £o f E RE PO (base substitution) , 碱 基 插 入 (base insertion) I 98] Æ fk Æ ( base 
deletion) (AE 13- 13)。 各 种 形式 的 突变 的 发 生 频 率 各 不 相同 ,人 染色 剧组 中 各 类 宽 变 


发 生 率 如 表 。 
$*13-s 人 类 染色 体 组 中 各 类 突变 的 发 生 频 率 


ERE 突变 形式 | NM REP 
LII 所 有 形式 编码 DNA 中 较 普遍 , 且 非 编码 DNA 中 常见 
BECRIALER 较 少 人 ,转换 比 类 换 常 见 ;尤其 在 线粒体 DNA 中 


同 祥和 非 同 尽 替换 在 编码 DNA 中 问 闵 比 非 同 立 赵 换 带 见 ;保守 型 着 换 比 非 保守 型 赫 
LE 


TORESUEGIEÉÉ ap pM UK C ri aC EE EA 


(ETRE) 
EA E t E 住 非 编 码 DNA 中 常见 ,但 在 可 能 产生 移 码 的 编码 DNA 中 罕见 
三 个 BIA 年 见 , 但 有 些 疾 病 由 此 引起 ,尤其 是 杭 经 系统 疾病 
大 片段 插入 罕见 ; 侦 尔 可 见 太 规模 巾 联 拷贝 和 插入 转 这 成 分 
li -ETETE 在 非 编码 DNA 中 常见 ,但 在 可 能 产生 移 码 的 编码 DNA 中 军 见 
XHEb TRE Ede S^ TAG IBATER Herd aci irs A EAA 
PERRE ER DESI 作为 结构 突变 少见 ,但 病理 状态 下 常见 ,在 体 细胞 罕 变 更 常 见 , 并 党 
见于 肿 净 细胞 
CC 
|o BER ip REXCEHY 
ATGACCAGGTC ATGACTAGGTC 
HD uA V MERR 
ATGACACAGGTC ATGACAGGTC 


图 13- 13 REA ARE UC (ER DNA 单 链 的 变化 ) 


碱 基 蔡 代 是 突变 发 生 的 常见 形式 ,可 以 分 为 两 类 ;中 PER (transition), El — fh mug 
(CT) 蔡 换 另 -PERERA — MUR (A/G EHE — Re, (2 ARS (transversion) , Bl 
— Fh DE M — PR E Ip Me a, — Rp Bn pr — Ru n Hr e C RLER 11 -2)。 从 埋 论 上 来 说 ， 
转换 发 生 频率 要 比 其 换 发 生 频率 高 一 倍 , 从 一 些 研 容 数据 上 来 看 在 - 些 产生 氮 基 酸 序列 
改变 的 突变 中 ,转换 与 颠 换 的 频率 比 略 高 于 2:1, 

从 罕 变 发 生 的 效应 来 看 ,有 D FLX EE (synonymous mutation) 【无 声 突变 ) 不 改变 
基因 产物 的 序列 ;名 非 同 义 宽 变 即 导致 多 肽 产物 的 序列 改变 或 功能 性 RNA 的 序列 改 
变 ,序列 中 一 个 或 多 个 成 分 被 改变 或 去 除 ,或 者 一 般 多 余 的 序列 插 人 产物 之 中 。 Jus AU 
又 可 称 为 中 性 罕 变 ,因为 对 发 生 突变 的 染色 体 组 既 无 益处 ,也 无 害处 ， 而 非 同 义 突变 可 分 
为 三 类 ;一 类 对 产物 的 功能 无 影响 ;第 一 类 是 带 来 好 处 的 (如 改善 基因 功能 或 基因 -基因 相 
互 作用 ); 第 三 类 是 带 来 有 害 效 应 的 。 其 中 大 多 数 非 局 义 突变 是 有 害 的 或 致命 的 。 然而 由 
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于 自然 选择 的 结果 ,在 群体 中 这 类 突变 发 生 的 频率 减低 。 这 样 , 在 编码 DNA 中 的 突变 率 
要 远 远 低 于 非 编码 DNA, 于 是 , 某 一 特异 基因 的 编码 部 分 和 产 


调节 序列 如 启动 子 和 增强 子 以 及 紧 车 外 边 两 信 的 序列 都 是 相对 T |RSS. Lote 
保守 的 。 自 然 选择 的 压力 使 存在 于 编码 DNA 中 的 突变 数目 下 | pru 

E ,也 使 发 生 在 其 中 的 罕 变 种 类 减少 。 如 缺失 , 插 人 一 个 或 数 个 A "VN 

核 昔 酸 的 情况 在 非 编码 DNA 中 常见 ,但 在 编码 DNA 中 几乎 没 《一 一 一 一 *T 
有 。 六 为 这 类 突变 导致 翻译 的 可 读 框 移动 即 移 码 突变 

(frameshift mutation) 并 和 且 具 有 潜在 的 致 病 性 。 移 码 的 结果 是 在 图 13-14  RAÉERU EUR IE 
帘 变 下 游 的 氢 基 酸 序 列 与 原先 完全 不 同 ,而 且 驳 肽 序列 往往 中 - A 一 “转换 
间断 开 , 因 为 握 前 碰 上 了 终止 密码 子 。 

无 义 突变 是 指 非 同 义 的 替代 使 代表 一 个 氨基 酸 的 密码 子 被 一 个 终止 子 替 换 , 这 种 突 
变 几 乎 总 是 导致 基因 功能 的 急剧 改变 ,所 以 选择 的 压力 迫使 这 类 突变 很 罕见 。 错 义 突变 
是 非 同 义 蔡 代 导 致 代表 另 一 个 氨基 酸 的 密码 子 取代 了 代表 原先 气 基 酸 的 密码 子 。 可 分 为 
LEF 

(1 保守 性 替代 指 突变 导致 一 种 氨基 酸 被 另 一 种 化 学 性 质 相似 的 氨基 酸 所 取代 ， 
AX FEXJ 28 A BE ZH RERI CIAR L^] o 为 减少 核 苷 酸 替 代 的 影响 ,遗传 密码 看 来 是 不 断 进 化 的 ， 
这 样 表示 相关 的 氨基 酸 的 密码 很 接近 ,例如 Asp(GAC,GAT) 和 和 Glu(GAA,GAG) $B F 
对 使 得 在 第 三 个 碱 基 的 变动 影响 最 小 。 但 有 时 第 一 个 碱 基 也 有 变动 的 余地 ,如 CUX 
(Leu)—-GUX (Val), 

《2) 非 保守 性 替代 【nonconservative substitution) 指 突变 导致 一 种 氨基 酸 被 另 一 
种 具有 不 同 侧 链 的 撩 基 酸 所 替代 。 有 时 是 所 带电 菏 的 差别 ,有 时 是 极 性 与 非 极 性 侧 链 的 
区 别 。 这 种 替代 通常 发 生 在 密码 子 的 第 一 和 第 二 个 碱 基 上 ,如 CGX(Arg) ? GGX(Gly), 
CCX (Pro) ? CUX(Leu) 45, 

从 突变 体 对 外 界 环境 的 敏感 性 来 看 ,可 分 为 条 件 型 突变 (conditional mutation) 和 非 
条 件 型 突变 (nonconditional mutation) 。 条 件 突变 体 表 现 为 条 件 致死 ,最 常见 的 是 温度 敏 
篇 型 突变 体 (temperature-sensitive mutant); 这 种 突变 体 在 必需 基因 的 研究 中 成 为 很 重 
要 的 方法 。 温度 敏 感 突变 一 般 为 错 义 突变 。 细 消 温度 敏感 突变 体 的 许可 温度 为 30f 左 
fy , 非 许可 温度 为 42f ,少数 突变 体 相反 。 

从 突变 体 又 依 复 原先 野生 型 表现 型 的 突变 过 程 称 为 回复 突变 (reverse/back muta- 
tion). 这 个 突变 可 能 是 其 抑制 了 原先 突变 体 的 表现 而 仅 使 其 表现 型 与 最 初 的 野生 型 表 
也 相同 ,也 可 能 是 正好 回复 成 为 与 野生 型 的 基因 型 也 相同 ,但 显然 后 一 种 可 能 性 较 小 ， 前 
者 一 般 地 说 两 次 突变 分 别 发 生 在 两 个 位 点 上 ,其 中 第 二 次 突变 因 抑制 了 从 野生 型 到 突 
体 的 效应 称 为 抑制 突变 (suppressor mutation) ,如 果 此 罕 变 发 生 在 正 向 突变 的 基因 之 内 
部 , 称 基因 内 回复 (intragenic reversion); 如 果 发 生 在 其 他 基因 之 间 , 则 称 为 基因 间 回复 
(intergenic reversion) 。 

突变 热点 (hot spots of mutation) DNA 分 子 上 每 一 个 部 分 发 生 突变 的 频率 并 不 相 
间 , 在 茶 些 位 点 发 生 突变 的 频率 远 远 高 子平 均 数 ,这 些 位 点 称 为 突变 热点 。 突变 热点 的 形 
成 与 造成 突变 的 机 制 有 关 。 
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三 、 基 因 突 变 的 后 果 
(—) H f£ ER 


挑 开 生 化 学 研究 仅 从 遗传 学 的 角度 来 看 ,可 以 看 出 某 一 表现 型 是 由 功能 丧失 或 获得 
所 引起 前。 因 功 能 丧失 导致 的 表现 型 ,多 数 是 由 于 某 一 基因 突变 后 使 其 所 表达 的 蛋白 质 
失 活 。 这 种 突变 可 以 是 点 突变 ,也 加 以 是 缺失 或 基因 订 乱 所 致 。 例 如 人 的 T 型 Waarden- 
burg 综合 征 ( MIM193500), 是 PAX3 基因 中 的 突变 引起 的 氨基 酸 替 换 、 移 框 帘 变 .剪接 
宽 变 成 整个 PAX3 基因 下 和 失 引 起 。 和 如 图 13 - 15 所 示 。 


RR 


358del (G) | 364del (5) 
288del (A) 


W274x 
874ins(G)x2 


556del (CA) 


191del (t7) | 5 BUS Tag 
F 916del(C) 


JEdi ib AERE 
R270C 
R271C 


Rdsl R271H 


图 13- 15 PAX3 SIRO ro ge cmi ede 


PAX3 基因 有 8 个 外 显 子 。 与 基因 产物 功能 有 关 的 关键 序列 用 = Xm. HEt SER 
剪接 位 点 突变 。 上 半 部 分 所 示 的 突变 将 导致 -个 半截 的 基因 产物 ,因为 移 框 或 剪接 突 恋 
之 后 使 翻译 提前 终止 ;下 半 部 分 所 示 的 突变 将 产生 一 个 全 长 的 蛋白 质 ,但 有 些 氮 基 酸 序列 
被 亚 换 ;有 些 患者 整个 基因 被 切除 。 这 些 突变 的 表现 型 都 相同 即 功能 丧失 。 

功能 丧失 可 能 是 部 分 或 全 部 的 。 不 编码 产物 的 等 位 基因 通常 称 为 无 效 等 位 基因 
(null alleles) 有 时 基因 产物 没有 活性 ,但 能 够 用 免疫 学 方法 检测 出 来 ,表示 蛋白 质 仍然 
能 被 合成 和 输出 。 这 种 突变 常 称 为 CRM (positive for cross-reacting material) 。 

SEL 88 EI HC BO DESEAS x DIT AR EX TRECE FL AE ER 2n b 两 种 球 和 蛋白 缺乏 
征 是 一 种 免疫 缺乏 症 ,-- 般 都 会 推测 是 免疫 球 蛋 白 的 基因 发 生 罕 变 引起 的 。 但 免疫 球 蛋 
白 基 因 座 位 于 2 号 、14 号 和 22 号 染色 体 上 ,而 缺 三 症 突变 不 发 生 在 这 些 基因 座 上 。 有 许 
多 是 伴 性 遗传 的 。 可 能 与 一 重 白 质 合成 过 程 中 的 加 工 和 修饰 有 关 ,还 有 B 细胞 成 熟 等 免 
疫 系 统 的 基本 过 程 有 关 的 异常 都 可 导致 免疫 缺乏 症 。 

一 个 基因 缺失 有 时 会 引起 多 种 酶 缺乏 。 狐 脂 病 1[ 型 (MIM2525000) 是 由 于 多 种 的 淤 
栈 体 酶 缺乏 。 主 要 的 缺失 不 是 在 这 些 酶 的 结构 基因 当中 ,而 是 对 这 些 糖化 的 酶 分 子 上 的 
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甘露 糖 残 基 进行 磁 酰 化 的 N -乙酰 葡萄 糖 腕 - 1 -磷酸 转移 酶 缺失 ,结果 为 一 系列 的 沙 酶 


EERE. 
引起 某 一 基因 产物 功能 减弱 或 瑚 失 的 途径 有 许多 种 , 列 于 表 13 -9。 


13-9 引起 某 一 基因 产物 功能 发 生变 化 的 因素 


改变 例子 
B EHER KEREI -~ 地中海 贫 应: 
部 分 基因 于 类 6054 B3 ELE RE 968 LEGIS bi 
基因 结构 亮 乱 

{1) 通 过 易 位 ELE CR RIEN XII edi 

{2) 通 过 人 同位 FS AED B fo Cif I PE) 
AE HAA BERE] 血 友 病 点 型 的 FS AAAA LINE- 重复 序列 
抑制 葡 防 转录 Fragile-X 完全 突变 
启动 子 突变 减低 mRNA 水 平 B- 球 重 白 ~ 29CA--G 突变 
RH mRNA 稿 定性 Hb Constant Spring ( HE20001 ) 
EA I) PAX3 451+ 1(G- T) eX 
使 供 体 或 受 体 剪接 位 点 失 活 

(3| de) 3 T nb E) PAX3 RE 
WIS MALA P-RIEEL ALIE. 1— 110 (G9 A) RE SL D gt d 
JRA i p ESSE IE de i PAX3 847 inafG) 实 变 
把 一 密码 子 转变 成 一 终止 密码 子 PAX3 Q254X AF 
EAR TESNEM PAX3 R271C Æ 
影响 转录 后 的 处 理 Ex i3 T G 3d oder EE 
影响 产物 在 细胞 内 正确 定位 AF508 灾变 引起 的 森 纤 维 变 性 

(二 ) 功 能 获得 


有 很 多 机 制 可 以 产生 功能 获得 的 显 性 表现 型 ( 见 表 13 - 10)。 但 获得 完全 是 新 功能 
的 情况 很 罕见 ,除了 在 瘤 症 中 ;而 在 遗传 性 疾病 中 ,功能 获得 往往 是 基因 在 发 育 过 程 中 的 
销 误 时 期 .错误 组 织 , 或 对 错误 信号 的 反应 ,或 者 是 异常 高 水 平 表达 的 结果 。 
513-10. 功能 获得 突变 的 机 制 


机 能 不 良 基因 OR MIM 编号 

获得 新 底 物 Pi a PLUBUE FM E 107400 
过 席 表 达 PMP22 进行 性 神经 性 腓骨 肌 奢 缩 118200 
TRE A" GNASI MeCune-Albright 174800 
离子 通道 不 适当 "开放 " SCNAA 先天 性 肌 强 直 病 168300 
结构 异常 的 多 聚 体 COL241 RETE ; S 

SEG AE BI BCR-ABL MUERE RI SL LG 15140 

ES: HD TEHAMA 143100 

-一 l.i 


Fi 13 - 16 是 一 例 军 见 的 先天 性 点 突变 导致 一 种 蛋白 出 现 全 新 的 功能 ,此 突变 位 于 
43 ， 


Pittsburg 染色 体 的 PI 基因 座 上 上。 而 在 癌 细 胞 中 由 于 外 显 子 的 打 乱 机 制 常见 有 新 功能 的 
基因 ,如 许多 肿瘤 特异 的 染色 体重 排 产 生 的 栓 合 基因 可 以 导致 无 法 控制 的 细胞 增 将 。 


图 13-16 HERRER EENT 
o- 抗 重重 白 酶 分 子 甬 抑制 弹性 鼻 白 醇 。 第 358 位 甲 硫 手 酸 { 活 性 中 心 ) 是 弹性 蛋白 酶 的 “诱饵 ”; 当 Met358 和 
Ser359 之 间 的 及 键 被 切 开 时 ,两 个 残 基 弹 成 相 座 6 5nm 远 。 弹 性 但 白 醴 拓 活 。 而 Pittsburgh 突变 体育 一 个 
M358R 的 错 义 宽 变 ,蛋氨酸 变 成 精 氨 酸 。 说 失 了 与 弹性 焉 白 酵 的 亲和力 ,但 是 形成 了 对 夏 血 酶 的 请 情 。 新 形 
成 了 抗 凝 血 酶 活性 ,此 突变 体 是 一 种 致命 的 出 血性 奖 病 ( 本 图 引 自 日 内 瓦 大 学 ExPASY 分 子 生 物 学 审 联 网 服 
Fik) 


(—) HE E E 


体 细胞 奕 变频 繁 且 不 可 避免 ,典型 的 人 人 体 细 胞 突变 每 个 基因 每 代 发生 率 为 10-s 到 
10 ,但 是 并 非 所 有 的 突变 都 会 导致 疾病 如 癌症 或 遗传 病 。 一 个 正常 细胞 转变 成 恶性 肿 
瘤 需 要 以 当 种 特异 性 的 突变 同时 发 生 为 条 件 。 最 近 的 研究 表明 有 三 类 基因 窗 变 常见 于 瘤 
症 , 即 癌 基 因 (oncogene) .肿瘤 抑制 基因 (tumor suppressor gene，TS) 和 增 变 基因 {mutator 


gene). 


1. AAA 


癌 基 因 (oncogene} 可 以 增强 细胞 的 增殖 。 在 正常 的 非 突变 体 基因 为 原 癌 基 因 (proto 
oncogene) ,突变 体 中 则 过 度 表达 ,等 位 基因 中 的 单个 突变 可 以 影响 细胞 的 表现 型 ， Ha 
因 发 生 突变 的 机 制 主要 有 ， 

(LA Bak X UE2 ET ET EET D HERREN, 如 乳腺 痛 通 常 售 多 量 的 
ERRB2 或 MYC, 数 量 可 达到 比 正常 多 数 百 个 拷贝 。 可 以 以 双 微 染色 体 {double minute 
chromosome》 或 插 人 正常 的 染色 体 中 CF) IS PE 3 & [X ,. homogeneously staining region, 
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HSR) 形 式 存在 。 
(2),& X xc HRAS 基因 是 属于 ras 基因 家 族 中 ,所 编码 的 p21 蛋白 参与 G RES 


偶 联 受 体 的 信和 号 传导 {transduction)。 从 受 体 来 的 信和 上 号 激发 GTP 与 RAS 蛋白 的 结合 ,再 
由 GTP-RAS 传 出 信号 。RAS 蛋白 GTP 有 酶 活性 ,GTP-RAS 迅速 转换 为 没有 活性 的 
GDP-RAS。 在 结 胶 癌 ,、 肺 痛 、 乳 腺 癌 和 膀胱 癌 中 通常 都 可 以 发 现 有 ras 基因 的 特殊 点 突 
变 , 导 致 菏 一 氨基 酸 替换 ,降低 RAS 全 白 的 GTP 酶 活性 。 结 果 GTP-RAS 信和 号 失 活 变 慢 ， 
形成 少量 的 受 体 信号 产生 广泛 的 细胞 反应 的 局 面 。 

《3) 染 色 体 移 位 产生 新 的 几 合 基因 目前 已 知 有 十 余 种 与 肿瘤 有 关 的 氢 合 基因 是 
由 此 产生 的 。 其 中 最 著名 的 是 产生 Phi(Philadelphia) 染 色 体 的 肿瘤 特异 性 的 重 排 ,Ph! 染 
色 体 见于 90% 的 慢性 骨 舟 性 白血病 。 该 染色 体 是 由 一 个 平衡 9;22 交互 移 位 所 产生 的 。 
9 号 染色 体 上 的 断 点 位 于 ABL 瘤 基因 的 内 显 子 中 。 移 位 把 ABL 序列 的 大 部 分 加 到 一 个 
称 为 BCR (breakpoint cluster region) 基 因 中 (位 于 22 号 染色 体 ), 产 生 一 个 新 的 融合 基因 ， 
该 基因 表达 酷 氨 酸 激酶 ,此 酶 与 ABL 产物 有 关 , 但 具有 异常 的 转变 特征 。 

(4) 通 过 转 座 到 活性 染色 质 区 域 而 激活 Burkitt's 淋巴 瘤 发 生 过 程 中 my BER 
的 激活 是 关键 的 一 环 。 在 75% 一 85% 98 A BLU VUE EER t(8:14) (q24, q32) R & f 
易 位 ,其 余 的 为 (2;8) (p12;q24) 或 者 t(8;22)(q24;q11) 易 位 。 结 果 使 me EAMA 
个 免疫 球 蛋 白 基因 座 , 即 14q32 的 IGH、IP12 的 IGK 或 22911 的 IGL 基因 座 。 和 壤 合 
基因 不 同 ,这 种 易 位 不 产生 赂 合 基因 , 面 是 把 瘤 基因 放 在 了 产生 抗体 的 B 细 胞 中 的 活性 
转录 染色 质 区 域 。 通 常 my 基因 的 外 显 子 i( 非 编码 ) 不 被 同时 易 位 。 由 子 失去 了 正常 的 
上 游 控制 ,并 放 到 活性 染色 质 区域 由 ,使 得 my 于 一 异常 高 水 平 表 达 。 这 类 痛 基 因 激 活 
主要 是 处 于 白细胞 和 淋巴 细胞 中 ,而 不 太 可 能 在 实体 癌 中 发 生 。 


2. 肿瘤 抑制 基因 


肿瘤 抑制 基因 产物 抑制 细胞 增殖 , 痛 细 胞 中 的 突变 体 丧 失 其 功能 。 TS 基因 的 两 个 
等 位 基因 都 必须 失 活 以 改变 细胞 的 表现 型 。 

肿瘤 抑制 基因 发 生 突变 时 也 可 导致 癌症 ( 见 雪 13- 11)。 其 在 正常 机 体 的 功能 很 难 
检测 到 ,有 些 功能 较 简 单 ,如 APC 和 DCC 可 能 参与 细胞 莫 合 。 其 他 TS 基因 产物 可 能 与 
细胞 周期 循环 有 关 ,是 作为 负 性 调节 因子 。 其 中 较 典 型 的 是 RB 和 TP53 ,这 两 种 基因 的 
产物 在 控制 细胞 周期 进行 中 起 重要 作用 ,在 肿瘤 细胞 中 经 常 可 见 到 这 两 种 产物 都 已 经 失 
活 。 其 机 制 见 图 13 - 17, 

表 13-11 T 基因 突变 引起 的 罕见 的 家 族 性 疤 症 


病 名 MIM 编号 xt be di 基因 
Von Hippel- Lindau 病 133300 3p25— p26 VHL 
SUEVE NUN XE BN 175100 5q21 APC 
SORTE BOR 600160 gp21 Gorlin's CDKN2 
SUE he T ede E 109400 9p22 — 431 (BCNS) 
FREAR 2 171400 Iüg11.2 RET 
a a U T 


病 Ed MIM 编号 染色 村 定位 基因 VLLL m 

Wilms 3i 194070 11513 WTI 

& ATERIA 1 131100 11913 C(MENI ) 
iszUEWEEBTDSE 208900 11422 423 ATM 

Lu b D. 600185 134912 -- 913 ( BRCA2 ) 

Li-Franmeni ££ £ (E 151623 17p13 TP53 

神经 纤维 瘤 ] 162200 17q12—422 NFI 

3L -5p LIRE 113705 17421 BRCAI 

神经 是 维 净 ORARE ) 101000 22912.2 NF2 

3. 增 变 基因 


增 变 基因 (mutator gene) 负 责 维 持 染 色 体 组 的 完整 性 和 信息 传递 的 保 真 度 。 两 条 等 
位 基因 的 功能 丧失 时 细胞 则 能 在 基因 突变 {如 瘤 基因 和 TS 基因 发 生 突变 ) 后 仍 发 展 。 

增 变 基因 与 癌 基 因 及 肿瘤 抑制 基因 不 同 , 它 不 参与 细胞 周期 的 控制 ,而 是 在 保证 遗传 
信息 的 完整 性 中 起 作用 。 这 类 基因 的 突变 导致 DNA 的 不 完全 复制 或 修复 。 很 早 就 知道 
瘤 细 胞 表现 为 遗传 不 稳定 性 。 它们 都 有 很 不 正常 的 核 型 ,染色体 有 许多 缺失 ,获得 和 重 
组 ,但 其 中 仅 有 一 少 部 分 与 癌症 有 关 。 目前 这 些 负责 缆 色 体 稳定 性 的 基因 六 未 鉴定 出 来 。 
仅 有 结肠 瘤 和 运动 失调 性 毛细 血管 扩张 证 中 对 DNA 水 平 的 不 稳定 性 有 关 基 因 进 行 了 研 
究 。 与 结肠 癌 有 关 的 增 变 基 因 见 表 13 - 12, 


$ 13-12 结肠 痛 中 的 增 变 基 因 


A miT AX TA Ht HNPCC 百分率 
MutS MSHZ 2p15— p22 50% —60% 
MutL MLHI 3521.3 3036 — 4090 
MuiL PMSI 2431 --433 5% 
MutL PMg2 7p22 5% 
一 一 o a‘ A 


HE; HNPPC Ari f EE E 0088 (hereditary nonpolyposis colon cancer), H WES E RE^ E EER IC 
AE AEDE- SMASH BC REACHED AER EA CH ARN I e S RE E CLR 13-17), Mop] 
见 痛 症 的 发 生 是 一 个 多 步骤 的 演化 过 程 。 


四 、 基 因 突 变 方法 在 研究 中 的 应 用 


1. 商 体 定向 诱 变 方法 


这 种 方法 是 指 人 们 有 目的 地 在 离 体 条 件 下 制造 位 点 特异 性 突变 ,然后 设法 导入 生物 
体内 ,观察 和 分 析 这 些 突 变 的 表现 型 , 常 称 为 反 求 遗 传 学 (revers genetics) 或 DNA 分 析 
IHE AE (genetics by DNA analysis) e 这 种 方法 在 基因 的 表达 和 调控 机 制 研 究 中 起 了 很 重 
要 的 作用 。 一 般 的 离 体 定向 诱 变 方法 包括 下 面 几 个 步骤 ， 

à 454 à 


IAEA MSH2 MLB, 


pCCYs pug  TPSSTS 基因 的 


APCTS m DNA KRAS 痛 基 t ; 
du ; Ek at ede ERREF 
ERRAR RERE mas (sg p 
- "T 早期 
正常 上 皮 一 一 MN Beg 一 一 PMES 


图 13-17 Feron M Vogelstein 的 直肠 痛 发 生 模 型 


1) 合成 与 野生 型 基因 同 源 的 但 同时 也 有 突变 位 点 的 塞 票 校 甘 酸 链 ; 

2) 分 于 杂交。 即 把 合成 的 赛 聚 核 苷 酸 和 由 载体 携带 的 DNA. 克隆 的 互补 单 链 混合 进 
$128 35; 

3) HARE, rh HR ESL PESE OS A. HAEE ILES ELS iE DE PEB SEP DNA 克隆 ; 

4) 将 突变 基因 送 回 细胞 内 通过 等 位 基因 代 换 进入 目的 基 二 组 中 ; 

5) 突变 检验 ,及 其 他 人 性状 分 析 。 


2. 转基因 动物 方法 


转基因 动物 技术 是 目前 生命 科学 研究 领域 中 最 激动 人 心 的 进展 之 一 。Gordon 于 
1980 年 将 胸腺 激酶 基因 和 SV40 病毒 基因 片段 的 融合 基因 用 昆 微 注射 法 导入 小 最 肚 胎 细 
胞 的 原核 中 ,获得 了 转基因 小 鼠 。1981 年 Gordon 和 Ruddie HAT “H2 HA” (transgenic) 
一 词 , 意 指 动物 携带 有 新 的 基因 ,并 把 外 源 性 DNA 片段 整合 到 其 基因 组 中 。 这 种 动物 称 
为 转基因 动物 。 次 年 ,Palmiter 等 人 用 小 鼠 金 属 硫 蛋 白 基 因 - 1(MT - 1) 启 动 子 片段 与 人 
生长 激素 基因 屋 建 的 融合 基因 ,成 功 地 生产 出 了 整合 有 人 生长 激 宗 基 因 的 转基因 “巨型 小 
鼠 ”, 生 长 速度 快 ,个 体 是 正常 小 展 的 两 倍 以 上 。 贿 后 ,生命 科学 的 诸多 领域 都 采用 了 转 基 
因 动 物 方法 ,进一步 推进 了 其 发 展 。 

转基因 动物 方法 是 指 将 外 源 基因 导入 到 动物 的 1 -细胞 胚胎 的 原核 中 ,该 胚胎 最 终 发 
育 为 擒 带 有 外 源 基因 并 使 其 整合 在 基因 组 上 的 新 个 体 。 因 此 转基因 动物 的 生产 是 一 个 包 
找 目 的 基因 构建 . 统 化 , 供 . 受 体 动物 的 处 理 ,DNA 的 导 人 ,胚胎 的 收集 .培养 及 移植 等 极 
为 复杂 的 系统 工程 。 其 中 任何 一 个 环节 都 直接 影响 转基因 动物 生产 的 效率 。 而 DNA S 
人 是 诸 环节 中 最 重要 的 。 目 前 DNA 导入 的 方法 有 多 种 ,常用 的 有 显 微 注射 法 、 反 转录 病 
HERE , 哑 胎 干细胞 法 及 精子 载体 法 等 。 

转基因 动物 在 生物 医学 ,农业 ,生物 学 及 生物 工程 等 领域 具有 户 大 的 应 用 潜力 。 首 先 
在 和 人 类 疾病 治疗 中 ,转基因 小 鼠 作 为 人 类 疾病 的 模型 ,使 得 人 们 几乎 可 以 针对 任何 一 种 疾 
病 设 计 相应 的 转基因 小 鼠 模 型 ,如 癌症 ,代谢 疾病 .高 血压 、 动 脉 硬化 .中 枢 神 经 系统 免疫 
性 疾病 和 退行 性 疾病 等 。 许 多 疾病 都 是 一 种 或 几 种 蛋白 表达 量 不 正常 所 致 ,如 将 有 关 基 
因 分 离 出 来 并 克隆 ,制备 相应 的 转基因 动物 ,就 可 以 对 这 些 疾病 进行 深信 的 研究 ,为 人 类 
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疾病 的 病因 ,诊断 和 治疗 提供 可 靠 的 依据 。 现 已 建立 了 生长 病 .免疫 病 .神经病 .生殖 病 及 
血液 病 等 模型 。 其 次 ,在 生产 具有 医药 价值 的 稀有 生物 活性 蛋白 中 具有 特殊 价值 。 将 编 
码 具 有 某 种 活性 的 己 白 质 的 基因 制备 转基因 动物 ,使 之 在 动物 的 血液 或 乳 守 中 表达 , 即 动 
物 生物 反应 器 。 现 已 在 小 鼠 、 家 兔 、 猪 和 山羊 上 获得 成 功 ,生产 包括 人 血红 蛋白 ,a DLE 
TAR , 购 血 圭 子 IV ,组 织 纤 维 蛋 白 溶解 酶 原 激活 剂 (tPA)、 尿 激酶 UK)、 尿 激酶 原 (Pro- 
UK) ,C -看 白 , 促 红细胞 生长 素 (EPO}) 等 。 上 述 物 质 多 数 以 极 微量 水 平 存 在 于 人 的 血液 
或 组 织 ,但 具有 极 高 的 生物 学 活性 ,如 果 用 分 离 提 到 的 方法 产量 太 少 ,体外 转 染 微生物 生 
产 这 些 药物 性 蛋白 无 法 完成 转录 后 的 恢复 ,体外 动物 细胞 培养 费用 昂贵 。 而 转基因 动物 
恰好 解决 了 上 述 难 题 ,并 可 以 每 升 几 十 克 的 水 平 在 其 乳 守 中 生产 药物 性 蛋白 。 在 高 物业 
政 良 和 培育 动物 新 品种 方面 ,转基因 技术 则 克服 了 诛 先 培育 速度 慢 和 亲缘 关系 的 限制 ,使 
新 品种 的 培育 大 大 加 快 。 可 以 培育 提高 饲料 转化 率 和 生长 速度 ,减少 甩 体 脂肪 ,增加 畜产 
品 如 毛 、 乳 . 肉 的 产量 和 品质 ,如 在 反刍 动物 的 乳腺 生产 拟人 化 的 乳 计 一 一 含有 人 的 乳 铁 
蛋白 ,具有 强 的 抗菌 特性 ,并 在 哺乳 婴儿 的 离子 吸收 方面 起 作用 。 

然而 ,转基因 动物 仍然 存在 许多 问题 有 待 解 决 ,如 转基因 效率 低下 ,转基因 的 随机 整 
f .不 表达 或 异常 表达 ,转基因 动物 生产 性 能 低下 和 出 现 病态 等 等 。 但 这 些 问 题 都 不 能 掩 
盖 转 基因 方法 在 各 个 领域 所 产生 的 次 远 影响 。 
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第 十 四 章 ”遗传 与 进化 


进化 论 是 整个 生物 学 的 指导 思想 。 杜 布 符 斯 其 (Th. Dobhansky) 说 ;“ 没 有 进化 论 , 生 
物 学 便 成 为 不 可 理解 的 "。 因 为 ,一 大 堆 割裂 开 的 事实 .片段 ,在 没有 把 它们 用 一 根 线 串联 
起 来 成 为 一 个 整体 观念 之 前 , 决 不 是 科学 ， 这 根 赋 予 生物 学 以 生命 的 线 , 就 是 进化 论 。 进 
化 论 的 学 科研 究 从 达尔 文 (Darwin) MERE (Wallace) 1858 年 发 表 的 论文 开始 的 ,他 们 
首次 提出 生物 进化 是 自然 选择 的 结果 。 只 有 存在 遗传 变异 时 自然 选择 才 是 有 效 的 ,而 遗 
传 变异 主要 是 由 突变 和 重组 提供 的 。 在 达尔 文 时 代 , 还 不 了 解 焉 传 变异 的 产生 机 制 , 孟 德 
尔 (Gregor Mendel 1822~1884) 遗 传 定律 的 发 现 ,为 遗传 学 的 发 展 砍 定 了 基础 ,该 定律 被 
RMT 1865 年 ,但 被 埋没 了 35 年 后 才 被 人 们 了 解 。 随 着 现代 中 传 学 和 分 子 进 化 论 的 发 
展 ,遗传 科学 本 身 发 生 了 革命 ,这 个 革命 始 于 1953 £, IX YE CT. Watson) HU RE CF. 
Crick) 发 现 了 DNA 分 子 的 双 螺 旋 结 构 , 基 因 本 身 一 -DNA 的 分 子 片 段 - 一 - 基 种 有 机 化 
合 物 (多 肽 ) 的 成 分 记 码 ,多肽 形成 酶 和 其 他 决定 有 机 体 从 受精 卵 发 育 的 物质 。 从 此 ,明确 
了 许多 基因 活性 的 本 质 及 其 控制 的 问题 ,为 我 们 提供 了 一 个 新 的 分 子 遗 传 学 的 范例 , 它 为 
进化 论 研究 者 提供 了 新 的 研究 进化 的 方法 ,在 分 子 水 平 上 直接 研究 进化 的 过 程 一 基因 
及 其 产物 。 近 年 来 由 于 重组 DNA HORLOGE B GEO (polymerase chain reaction, 
PCR) DNA Rif: Ez Bt K HE ds d (restriction fragment length polymorphism, RFLP) ff 
随机 扩 增 多 态 DNA(randomly amplified polymorphic DNA, RAPD) 77 ic &] JF. 3k hy F8 , fof 
传 与 进化 的 研究 发 展 日 新 月 异 , 从 而 从 分 子 水 平 上 解释 遗传 现象 。DNA 的 核 苷 酸 序列 中 
储存 的 遗传 信息 ,基因 组 的 结构 .复制 .转换 、 修 复 ,变异 以 及 控制 基因 表达 的 各 个 元 件 等 
都 是 其 主要 的 研究 内 容 。 
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当 人 们 说 起 生物 进化 时 ,他 们 想到 的 总 是 通过 很 长 时 间 的 逐 靳 改变 , 某 些 种 类 的 有 机 
体 转变 成 为 男 一 些 种 类 。 进化 的 基础 是 遗传 的 改变 ,进化 的 发 生 是 因为 有 机 体 的 遗传 结 
构 由 一 代 传 到 另 -- 代 发 生 了 变化 ,也 就 是 说 进化 是 一 个 由 代 代 相传 的 遗传 变化 构成 的 积 
累 过 程 。 遗 传 变 异 的 存在 是 进化 的 必需 条 件 。 如 果 一 群体 的 所 有 个 体 在 基 个 基因 位 点 的 
遗传 性 是 等 同 的 ,就 是 说 确实 是 同 合 的 ,进化 就 木 可 能 在 此 位 点 上 发 生 ， 因为 等 位 的 频率 
TUS RE BELA RT RE REESE 另 一 方面 ,如 果 在 另 一 群体 ,同一 基因 位 点 有 两 个 不 同 的 等 位 ， 
当 一 个 等 位 的 频率 增加 , 另 -… 个 等 位 的 频率 有 所 页 少时 ,在 这 个 位 点 上 就 可 能 发 生 进 化 。 
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一 、 遗 传 变异 的 起 源 


生物 学 的 常识 告诉 我 们 :最 原始 的 生命 是 非常 简单 的 和 非常 小 的 。 然 而 一 切 物种 缘 
从 这 些 最 简单 的 生物 开始 ,现在 的 生物 已 达 两 百 儿 万 种 。 它 们 在 大 小 ,形状 和 生活 方式 上 
非常 多 样 化 。 现 代 生物 学 知识 告诉 我 们 : 带 有 遗传 信息 的 DNA 序列 也 一 样 存在 多 样 化 。 
在 进化 过 程 中 ,已 有 的 DNA 序列 一 定 要 经 历 改 变 ,新 的 序列 必须 加 入 到 生物 的 基因 组 中 
去 , 才 可 能 使 生物 进化 发 展 。 遗 传 是 个 保守 的 过 程 ,但 也 并 非 完全 如 此 ,否则 进化 就 不 可 
能 发 生 了 。 在 DNA 的 核 苷 酸 序 列 中 记录 的 信息 ,作为 一 条 规律 ,是 忠实 复制 的 ,所 以 ,每 
次 复制 的 结果 是 形成 两 个 DNA 分 子 , 彼 此 等 同和 它们 的 素 本 也 等 同 。 然 而 ,DNA 分 子 在 
复制 过 程 中 也 会 发 生变 化 ,导致 DNA 分 子 产生 不 同 的 核 苷 酸 序 列 ,或 者 在 亲子 细胞 之 
I, DNA 数量 上 产生 差异 。 这 种 在 分 子 水 平 上 形成 的 遗传 材料 的 改变 叫 突变 。 它 是 
址 传 变异 产生 的 内 在 根据 。 突 变 为 进化 提供 了 最 根本 ,最 原始 的 材料 。 突 变 可 分 为 基因 
突变 和 染色 体 畸 变 。 


二 、 基 因 突 变 与 进化 


ZAER (gene mutatiom) 是 指 染色 体 上 一 个 基因 座位 内 遗传 物质 的 改变 ,由 此 产生 
出 等 位 基因 (allele) 或 复 等 位 基因 。 

基因 突变 现象 最 早 由 DeVries 于 19 世纪 下 半 叶 在 一 种 植物 月 见 草 中 发 现 的 。1909 
年 Morgan 在 红眼 果 蝇 群体 中 发 现 了 白眼 果 蝇 ,后 来 研究 证 明白 眼 性 状 是 由 于 驻 Res 
ERSELBR AE BI (W) RERE Ww) Bra n] Bü ci ERE HUR M TE TEJL ERE E 
根据 大 量 研 究 的 事实 逐渐 明确 动 植物 及 微生物 中 很 多 单位 性状 内 的 差别 都 来 自 该 生物 进 
化 过 程 中 的 基因 突变 。 例如 水 稻 由 非 业 性 变 为 精 性 ( Wz->zwr ) ERARE RE CD 
一 qd 等 等 ,这 些 性 状 的 改变 都 是 基因 突变 的 结果 。 

由 于 对 遗传 物质 DNA 的 性 质 和 功能 的 了 解 ,人 们 认识 了 各 种 基因 。 结 构 基 因 编 码 
mRNA, 进 而 决定 重 白质 合成 ; 另 一 些 基因 编码 RNA; 还 有 一 些 基 因 编 码 rRNA, X, 
有 很 大 部 分 DNA 执行 各 种 调节 功能 ,高 等 生物 尤其 如 此 。 突变 大 概 可 以 影响 这 些 类 型 
的 任何 基因 ,但 一 般 研究 过 的 是 结构 基因 资 变 。 基因 帘 变 就 是 某 一 遗传 密码 中 一 个 或 几 
个 核 昔 酸 ( 碱 基 ) 的 替换 ,以 及 核 昔 酸 的 增加 或 丢失 ( 见 第 十 三 章 )。 

基因 突变 的 效应 是 多 种 多 样 的。 多 数 突 变 是 微 雍 和 有 害 的 。 不 错 , 确 有 一 部 分 突变 
是 中 性 的 。 突变 是否 改变 了 表现 型 和 改变 多 少 一 般 要 看 所 产生 的 多 肽 链 (蛋白 质 ) 的 功能 
是 否 发 生 了 改变 和 改变 多 少 。 现在 知道 ,基因 突变 从 没有 效应 到 有 害 效应 和 有 利 效应 ,各 
种 程度 都 有 ,情况 相当 复杂 ,最 严重 的 是 致死 效应 。 

人 类 的 锐 状 细胞 贫血 症 是 一 种 隐 性 致死 的 遗传 病 , 纯 型 合子 使 红细胞 时 妖刀 状 ,引起 
严重 贫血 而 致死 。 据 分 析 ,这 是 由 于 组 成 血红 蛋白 的 h 链 第 6 个 氨基 酸 的 改变 , 即 谷 氨 酸 
LE ET IUE M 这 是 有 关 遗 传 密码 的 一 个 碱 基 的 代替 ， 


DNA “CTT (或 CTC) CAT (或 CAC) 
RNA | GAA (或 GAG) GUA (或 GUG) 
FHM GEM BRE 


从 上 面 的 材料 可 以 看 出 ,如 果 遗 传 密码 CTT 的 第 三 个 碱 基 被 碱 基 C 所 代 蔡 ,遗传 密 
码 成 为 CTC, 那 么 效应 并 没有 改变 ,因为 这 两 个 遗传 密码 通过 转录 ,都 会 翻译 成 谷 氨 酸 ， 
这 属于 中 性 突变 。 
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R (5 [A BE 7E ( chromosome aberration) 跟 基因 突变 一 样 ,在 生物 进化 中 占有 重要 的 位 
要 。 基 因 罕 变 和 染色 体 畸 变 所 产生 的 变异 都 是 可 遗传 的 。 两 者 在 发 生机 制 中 有 明显 的 区 
别 。 基 因 突 变 大 都 是 DNA 分 子 中 某 个 遗传 密码 的 一 个 或 几 个 碱 基 的 变化 。 染 色 体 哺 变 
则 牵涉 到 DNA 分 子 在 较 大 范围 内 的 变化 。 例 如 ,染色 体 片 段 或 整个 染色 体 的 增加 、 丢 失 
或 者 改变 位 置 ( 易 位 或 倒 位 ) 等 。 

基因 罕 变 和 染色 体 畸 变 都 是 有 关 遗 传 物质 的 变化 。 基 因 帘 变 是 个 别 基 因 分 子 基础 的 
化 学 变化 ,例如 ,一 个 碱 基 被 另 一 个 碱 基 所 代 昔 ,或 者 增加 了 个 别 碱 基 或 者 减少 了 个 别 了 大 
基 等 。 染 色 体 畸变 通常 并 没有 发 生 什么 深刻 的 化 学 变化 ,而 是 已 有 的 遗传 物质 或 已 有 的 
基因 排列 顺序 进行 了 重新 改变 ,可 是 后 果 却 很 严重 。 

引起 基因 罕 变 前 因子 通常 也 可 以 引起 染色 体 畏 变 。 

基因 突变 一 般 发 生 在 遗传 物质 复制 的 过 程 中 ,而 染色 体 畸 变通 常 发 生 在 细胞 核 分 裂 
的 过 程 中 ,特别 是 减 数 分 裂 的 过 程 中 。 有 资料 表明 , 减 数 分 裂 的 前 期 染色 体 比 较 敏感 , 比 
较 容 易 发 生 断 裂 。 

染色 体 畴 变 可 包括 两 个 主要 方面 ,一 是 染色 体 数 目的 异常 ;二 是 染色 体 结构 的 异常 
《 见 第 一 章 )。 


1. 染色 体 数 四 异常 与 进化 


染色 体 作 为 一 个 结构 单位 ,为 保持 个 体 和 群体 在 遗传 上 的 连续 性 和 稳定 性 ,提供 了 物 
质 基础 。 由 于 它 在 每 一 世代 中 都 以 十 分 精确 的 程度 进行 自我 复制 ,使 物种 得 以 让 续 。 然 
而 生物 的 多 样 性 是 生物 界 的 明显 特征 ,而 生物 的 进化 则 是 多 样 性 的 洲 泉 , 它 是 生物 个 体 在 
遗传 的 基础 上 其 遗传 物质 逐 代 政变 的 结果 。 也 就 是 说 , 绍 胞 中 的 遗传 信息 保守 地 传递 给 
后 代 , 但 也 会 发 生变 异 , 造 成 染色 体 结构 和 数目 的 变异 ,同时 也 引起 其 所 载荷 的 DNA 序 
列 和 数量 的 改变 ,并 在 自然 选择 的 基础 上 ,进行 新 性 状 的 积累 。 由 此 说 明 ,遗传 使 物种 得 
以 保存 ,性 状 得 以 继承 ,而 变异 正 是 对 这 种 遗传 稳定 性 的 动 播 和 突 被 ,从 而 产生 新 物种 。 

染色 体 数 目 异 常 主要 包括 整 倍 体 和 非 整 倍 体 。 

例如 ,在 植物 界 ,多 倍 体 物种 很 普遍 。 在 开花 的 种 子 植物 中 ,几乎 有 半数 的 物种 是 多 
简体 。 在 动物 界 , 多 倍 体 物种 也 有 一 些 , 但 是 比较 少见 。 

TUBE Triticum aestivum }) 的 染 鱼 体 是 2 二 4 和 ,这 实际 上 是 一 个 六 和 售 体 物种 。 它 
的 起 源 大 抵 如 下 ; 

a 440 . 


单 粒 小 麦 斯 佩 特 状 山羊 草 


( Triticum monocccum ) x ( Aegilops speltoides ) 
2n-714 Y 2n -—]4 
硬 粒 小 麦 dX 
(Triticum durum) | X (Aegilops squarrosa ) 


2n —28 Y 2n 14 
pabž 
T. aestivum 
2n =42 
在 上 述 的 小 麦 进 化 中 ,杂种 的 染色 体 如 何 加 售 , 这 是 历史 上 发 生 的 事 。 现 在 在 实验 室 
里 ,使 远 缘 杂 种 的 染色 体 加 售 , 可 以 利用 秋水 如 索 。 利 用 这 种 物质 ,可 以 使 小 麦 和 黑 寿 杂 
交 产 生 的 杂种 染色 体 加 人 悦 , 成 为 能 育 的 物种 一 一 小 黑 麦 。 
非 整 倍 体 异 常 的 典型 例子 是 人 的 Down 氏 综 合 征 (Down syndrome) , PERRE , si 
由 21 号 染色 体 三 体 引 起 的 ,男性 和 女性 都 有 。 女 性 是 ;47,XX, + 21; 男 性 是 ,47,XY, + 
21. 这 是 人 类 中 最 常见 的 常 染 色 体 异常 。 这 和 人 类 及 其 他 物种 中 三 体 的 不 利 作用 很 一 - 
致 。 因 此 ,染色 体 数 目的 增加 对 发 育 也 有 不 利 的 影响 ,这 可 能 是 因为 多 余 的 染色 体 打 乱 正 
常 基因 组 赋予 的 发 育 平 衡 的 缘故 。 因 此 , 韭 整 倍 性 在 动 植物 进化 中 没有 起 什么 大 的 作用 。 
多 体 性 是 额外 的 由 传 物质 能 够 整合 进 基 因 组 的 一 种 机 制 ,但 证 据 表 明 , 这 种 增加 并 不 普 
思 。 这 不 是 说 基本 的 单 倍 体 数目 前 变化 没有 发 生 , 而 是 说 单 税 体 数目 的 增 减 通常 不 是 由 
整 条 染色 体 的 简单 增加 和 丢失 造成 的 。 


2. 染 包 体 结 构 异 党 与 进化 


这 是 染色 体 在 内 部 结构 上 的 重新 排列 ,是 由 于 一 条 或 一 条 以 上 的 桨 色 体 发 生 了 横 的 
断 有 裂 ,随后 在 断裂 口 反 常 地 重新 连接 起 来 ,于 是 遗传 物质 原来 的 直线 排列 就 发 生 了 豪 乱 。 
由 此 产生 若干 类 型 的 染色 体 结构 异常 。 主要 有 倒 位 (reversion)、 易 位 (translocation》 缺失 
(deletion) # Æ ¥ ( duplication), 

dei 只 改变 基因 在 染色 体 中 的 顺序 ,不 改变 基因 原来 的 数目 ES b, fS fr ey 
及 其 配子 有 正常 生活 力 ,其 自 交 后 代 一 般 表 现 完 全 正常 。 但 由 于 倒 位 区 鼻 内 的 基因 与 连 
锁 群 中 其 他 基因 的 交换 值 有 了 改变 ,影响 其 杂交 后 代 的 重组 率 ,同时 可 能 引起 基因 的 位 置 
效应 。 倒 位 杂 合体 其 倒 位 圈 内 连锁 基因 的 交换 可 能 受到 抑制 ,因此 常会 降低 正常 交换 值 。 
另外 , 倒 位 加 内 的 基因 车 发 生 交 换 , 将 形成 一 部 分 缺失 某 些 基因 ,重复 另 一 些 基因 的 配子 ， 
这 些 交 换 配 子 没有 生活 力 ,因此 也 造成 了 后 并 重组 率 的 下 降 及 高 度 不 育 。 此 外 ,由 于 染色 
体 可 能 多 次 在 不 同 世代 中 发 生 倒 位 ,加 上 自 交 的 作用 ,产生 的 倒 位 纯 合 体 后 代 将 逐渐 与 原 
来 物种 存在 生殖 隔离 而 形成 新 物种 或 变种 ,可 见 倒 位 也 可 以 促进 生物 进化 。 18 dx] S ia 
EH BR Ie o, DE IO EE , LUE MA ft "PEETERECIS [VIRES S BO RB LAO D. melanogaster 和 
D. simulans 基 两 个 比较 相似 的 种 ,它们 之 间 的 杂种 一 并 完全 不 至 。 检查 杂种 一 代 的 唾 萎 
腺 染色 体 ,发 现在 一 条 染色 体 上 只 有 一 个 大 的 倒 位 ,其 他 染色 体 在 基因 排列 上 有 几 处 小 的 
x. 

51 在 遗传 及 生物 进化 上 也 有 重要 意义 。 一 般 来 讲 , 易 位 并 未 改变 染色 体 和 基 
办 的 数目 ,只 改变 了 其 原来 的 位 置 。 易 位 也 能 改变 基因 连锁 群 ,原来 有 连锁 关系 的 基因 易 
位 后 可 能 成 为 独立 址 传 关 系 的 基因 ;原来 独立 遵 传 的 基因 , 易 位 后 反而 可 能 建立 连锁 关 


! dá] ， 


f 


系 。 易 位 也 同样 可 能 产生 位 置 效 应 ,从 而 引起 表现 型 的 某 些 变 化 。 现 己 证 册 ,很 多 植物 的 
蛮 种 就 是 染色 体 在 进化 中 再 发 生 努 位 而 形成 的 。 在 家 马 中 ,所 有 品种 和 类 型 的 马 者 是 
64 条 染色 体 (2n), 然 而 被 认为 是 家 马祖 先 的 蒙古 时 可 (Fgnws prezewals Riiy ,其 梁 色 剧 数 
日 是 66 条 。 据 分 析 , 这 种 野马 与 家 马 相 比 ,野马 少 两 条 中 央 着 经 粒 染色 体 ,而 密 4 条 近 端 
着 经 粒 染色 体 ,因此 有 上 几 学 者 认为 家 马 的 这 两 条 中 央 着 经 粒 染 色 体 是 由 野马 中 4 条 过 端 
善 经 粒 染 色 体 通过 罗 宾 避 易 位 方式 而 形成 的 . 染色 体 易 位 不 仅 在 理论 上 共有 一 定 的 意 
义 , 在 生产 实 夏 中 也 具有 重要 价值 。 如 在 养 蛋 业 中 ,雄壮 的 吐 丝 量 比 雌 重 高 20% — 3096, 
而 且 质 量 好 。 如 果 多 养 雄 重 就 会 带 来 更 大 的 经 济 效益 ,但 在 大 规模 生产 中 逐个 鉴别 峻 雄 
是 不 可 能 的 。 因 此 通过 人 工 易 位 的 方法 ,将 黑色 名 色 基因 易 位 于 W 染色 体 上 ,从 而 成 功 
地 培育 出 雌雄 蚕 卵 自动 鉴别 品系 ,大 大 提高 了 每 丝 的 产量 和 质量 。 

缺失 (deletiony 和 重复 {duplication) xk Jé [o] e (8, D Ze [8] A ^E dE 9 8 up dm 00 4 
Ro E E GG, BA EVEEAE 6) 3e C DE a D — E C AE EE AAE S LEER 片段 的 
缺失 造成 部 分 遗传 物质 的 缺失 。 缺失 纯 合 时 往往 致死 , 注 缺 失 大 到 一 定 程度 ,在 杂 合 体 中 
可 引起 显 性 致死 作用 。 本 此 ,缺失 在 进化 中 往往 不 起 重要 作用 。 

重复 对 适合 度 的 影响 通常 不 如 缺失 的 影响 严重 , 它 长 期 被 看 作 是 额外 遗传 物质 加 到 
基因 组 的 一 种 机 制 。 曾经 设想 ,原始 基因 的 切 能 分 化 是 通过 突变 而 发 生 的 ,因为 继续 执行 
原 有 功能 的 某 个 基因 的 存在 ,使 重复 基因 不 受 约束 ,容易 发 生 突变 ,执行 新 的 功能 。 由 于 
进化 的 总 趋势 是 增加 DNA 量 和 功能 更 加 复 杂 化 ,所 以 ,人 们 认为 重复 有 很 天 的 进化 意 
X. 因为 重复 的 基因 通过 - -系列 的 突变 可 以 形成 -个 新 的 非 等 位 基因 。 这 是 新 基因 起 源 
的 重要 途径 之 - -。 例 如 ,重复 了 的 基因 4 ,就 在 同一 染色 体 上 合成 为 44。 于 是 在 二 倍 体 
细胞 里 就 成 AAAAA。 其 中 的 一 个 A 如 果 发 生 突变 ,功能 也 改变 了 ,那么 新 基因 {叫做 
BAHAT., HFA 还 存在 ,并 不 影响 个 体 原来 的 代谢 功能 。 但 是 由 于 其 中 的 一 个 A 
-B,BU ZU SUR BU SEIRCH ERI D BE 


第 二 节 DNA 的 进化 变异 [0~249 


DNA 不 仪 是 主要 的 遗传 物质 ,同时 ,也 是 生物 进化 史 的 重要 记录 者 。 通 过 DNA 序列 
分 析 研 究 生物 的 进化 历程 。 确 定 物种 间 的 进化 关系 具有 许多 优越 性 


一 、DNA 的 含量 与 进化 机 制 


在 生物 进化 过 程 中 ,DNA 的 含量 明显 增加 (图 14 - 1)。 虽然 现在 的 病毒 并 不 能 代表 
最 原始 的 生物 ,但 在 X174 和 F1 等 病毒 中 仅 有 6~8 个 基因 的 DNA 含量 ( 约 相当 于 
6000 个 核 共 酸 长 }。 而 哺乳 动物 的 每 一 个 单 倍 染 色 体 组 就 有 3x 10? TEC BONS LB 
部 DNA 都 能 传递 遗传 信息 . 它 就 相当 于 300 万 个 基因 。 这 种 DNA 含量 的 增加 ,在 生物 
由 较 简 单 类 型 向 复杂 类 型 的 进化 中 ,显然 是 重要 的 、 复杂 的 生物 要 维持 生命 ,就 必须 具备 
大 量 的 基因 。 实际 上 ,很 多 基因 仅 高 等 生物 才 有 ,例如 ,血红 蛋白 基因 、 免 疫 球 蛋白 基因 等 
就 是 。 

但 是 ,最 近 和 研究 表明 ,DNA 含 基 与 生物 形式 的 复杂 程度 之 间 并 不 一 定 有 相关 性 
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GR 14-1). 


Wi3UATÉI DNA fr 8E] BE ZEE 
0.01 a.l 1.0 10.0 100 


每 个 细胞 的 DNA RA OB rio 


图 14-1 不 同 生物 物种 的 DNA SIE IR IS D nr (i 
图 中 各 加 点 表示 一 个 单 倍 染色 体 组 每 个 细胞 的 DNA 食量 测定 值 。 


例如 ,有 一 种 肺 鱼 的 DNA 含量 比 哺乳 动物 高 40 fs VESTIBUS DNA A 
TAHAA. T, RERS K DNA 售 量 还 不 足以 产生 一 种 复杂 的 生物 ,而 需要 
基因 组 中 拥有 足够 数量 的 各 种 基因 。 

711-1 不 同 生物 的 DNA 合 量 


生物 MER. 生物 Efe 

oO" 类 3.2x 10° 果 内 0.1x 10? 
5 类 1.2x 10? X á %* 7x10* 
4 类 1.9x 10? sms 4x10 
蛙 类 6.2x 10* X BsF BH 4 x 105 
Kk *om ktm 0.9 x 10? T4 "6 rk 2x1 
肺 fá 111.7 x 10? 1x10 
m x 动 w* 0.8x 10* 6x 103 


高 等 生物 的 DNA 售 量 较 高 ,主要 昆 进化 过 程 中 基因 重复 的 结果 。 基因 重复 有 两 种 
匡 型 ,一 种 是 巢 色 体重 复 , 另 一 种 是 不 等 交换 产 生 的 染色 体 小 片段 重复 (衔接 重复 )， 染色 
体重 复 的 常见 形式 是 基因 组 重复 。 正 如 Stebbins 指出 ,基因 组 重复 或 多 们 化 在 植物 进化 
中 起 重要 作用 。 在 动物 中 ,以 往 一 直 推 想 不 等 交换 是 遗传 物质 增加 的 主要 机 制 , 不 过 , 关 
TRE DNA 含量 的 最 新 研究 表明 ,不 同 生物 之 间 核 仁 DNA 含量 的 变异 很 不 一 致 。 因 
此 ,基因 组 重复 在 动物 进化 上 也 是 相当 重要 的 。 Chno 通过 细胞 学 和 生物 化 学 研究 推断 ， 
在 大 约 3 亿 年 以 前 的 鲁 类 阶段 ,哺乳 动物 谱系 中 就 至 少 发 生 过 一 次 多 倍 化 过 程 。 并 指出 
在 性 染色 体 分 化 之 前 ,基因 组 重复 在 动物 进化 中 就 是 经 常 发 生 的 。 HARIK , 525 Jt fe 
USES HERE EETRI., IE ER RC ARCHIE SIDE EUM LRL y REALE GR 
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四 信 体 。 存 大 部 分 鱼 类 和 两 栖 类 中 ,性 染色 体 尚 未 分 化 , 因 市 四 售 体 雄性 和 上 峻 性 较 易 保存 
下 来 。 

在 有 机 进化 中 ,不 等 交换 产生 的 衔接 重复 显然 具有 同等 重要 的 作用 。 支 配 相 局 或 相 
似 功 能 的 基因 常常 是 紧 窗 连锁 的 。 例 如 ,普通 果 蝇 的 每 条 义 染 色 体 和 YY 染色 体 的 核 仁 组 
成 中 心 区 段 内 ,就 集结 了 大 约 100 个 核糖 体 RNA 重复 基因 。 同 样 ,编码 数 种 免疫 球 蛋 白 
多 上 肝 的 同 源 基 因 也 是 紧密 连锁 的 。 至 于 这 些 紧密 连锁 的 同 源 基因 的 进化 ,用 衡 接 重 复 可 
以 得 到 满意 的 解释 。Horowitz 指出 , 伴 有 子 基因 功能 逐渐 分 化 的 反复 衔接 重复 的 过 程 , 也 
可 以 产生 出 继 黄 的 操 级 子 , 不 过 此 时 探 织 子 的 结构 基因 仍然 是 同 源 基 因 。 

统 观 真 核 生物 细胞 的 DNA 磊 基 序列 ,可 以 分 为 两 大 类 型 。 一 是 不 重复 的 序列 。 这 
是 基因 的 编码 基础 。 二 是 重复 的 序列 ,这 包括 以 下 的 成 分 ;中 重复 的 DNA DNA, €i 
分 别 转录 为 有 关 的 RNA; 句 重复 的 组 蛋白 DNA, 它 通过 转录 和 翻译 ,产生 出 组 蛋白 ;全 不 
含有 编码 意义 的 序列 ,这 可 以 重复 几 次 到 几 千 次 或 更 多 ;@ 不 含有 编码 音义 的 序列 ,这 见 . 
TEREN (split genes) 中 的 内 含 子 (intron) ;名 不 含有 编码 意义 序列 ,这 见于 染色 体 的 卫 
Ri (satellite DNA FR, 

突变 可 以 发 生 在 有 编码 意义 的 序列 中 ,也 可 以 发 生 在 没有 编码 意义 的 序列 中 。 从 现 
在 已 知 的 材料 看 ,DNA 的 分 子 进化 与 蛋白 质 的 分 子 进化 有 相关 性 ,但 是,DNA 有 自己 的 
进化 中 ,因为 ,并 不 是 DNA 分 子 中 的 序列 都 有 编码 的 意义 。 


二 、DNA 重复 序列 的 进化 


原核 生物 - - 般 人 只 有 一 个 染色 体 即 一 个 核酸 分 子 (DNA、RNA)。 而 真 核 生物 的 染色 体 
'P,DNA 约 占 27 听 ,组 蛋白 和 非 组 蛋白 占 66% ,RNA d 696. 由 于 真 核 生 物 的 DNA 比 
原核 生物 的 大 得 多 ,DNA 序列 的 组 织 性 也 就 复杂 得 多 。 近 年 来 发 现 许多 DNA 序列 起 源 
于 重复 ,有 了 时 这 种 重复 序列 再 进一步 分 化 。 - 切 基 因 必 定 都 是 由 单个 或 少数 几 个 原来 的 
基因 重复 而 来 。 可 以 作为 重复 而 识别 出 来 的 DNA 序列 有 ， 

《1) 轻 度 重 复 序列 ”在 一 个 基因 组 中 有 210 TED ,如 组 蛋白 基因 和 酵母 RNA 基 
因 。 在 某 些 情况 下 ,这 些 序列 并 非 一 点 .不 兰 的 重复 ,这 些 基 因 的 产物 在 氨基 酸 组 成 上 略 有 
差异 ,如 胚胎 .胎儿 ,成 人 的 血红 辟 白 B 链 的 一 系列 基因 就 是 如 此 。 

肌 红 和 蛋白 和 血红 蛋白 是 将 椎 动物 红血球 的 主要 成 分 ,其 功能 是 运输 氧气 和 二 氧化 碳 。 

肌 红 蛋白 具有 单个 多 肽 链 ,有 很 复杂 的 三 维 空间 结构 ,分 子 量 约 17 000 Da, Mir Æ 
白 一 般 含有 四 个 亚 单位 ,两 个 亚 单位 属 一 类 , 另 两 个 属 另 一 类 ,其 分 子 量 约 为 67 000 Da, 
在 大 类 成 体 中 ,有 两 类 血红 蛋白 ,它们 是 A 和 A2。 血 红 和 蛋白 六 最 为 普 认 ,由 两 个 和 两 
个 有 多 肽 链 组 成 。 还 有 o282 组 成 的 血红 蛋白 A2 ,在 成 体 中 血红 和 蛋白 只 有 298 SAA a 
和 两 个 8 链 者 。 在 大 类 胚胎 中 还 发 现 第 三 种 血红 蛋白 ,叫做 胎儿 血红 蛋白 ,具有 两 个 a。 和 
PT yt apay 多 上 肽 链 各 自 有 不 同 的 基因 记 而 。 Ingram 就 是 通过 测定 人 类 血红 蛋白 
的 “ 链 涉 链 ,yY 链 以 及 肌 红 蛋白 的 氨基 酸 序 列 ,推断 人 类 血红 量 白 三 条 链 的 基因 是 基因 重 
复 产 生 的 。 这 三 条 链 的 比较 表明 ,w 链 与 B 链 的 共同 氨基 酸 比率 达到 41% ,而 8 链 与 y 链 
的 共同 气 基 酸 比 率 更 高 ,为 73%。 由 于 这 三 条 链 高 度 相 似 , 因 此 这 种 相似 性 的 随机 出 更 
概率 可 以 忽略 不 计 。 Ingram 浆 指 出 ,大 的 肌 红 蛋白 同 血红 蛋白 的 三 条 链 -- 样 ,也 是 起 源 
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于 同一 祖先 。 

(2) 中 度 重 复 序 列 ”10 至 几 百 个 描 贝 。 中 度 重 复 序列 一 般 是 不 编码 的 序列 , 据 认 
为 在 基因 调控 中 起 重要 作用 ,包括 开启 或 关闭 基因 的 活性 ,促进 或 终止 转录 ,DNA 复制 的 
起 始 ,其 转录 产物 参与 hnRNA 的 处 理 。 这 种 重复 序列 的 平均 长 度 为 300 个 bp, 常 有 数 千 
种 这 样 的 重复 序列 ,每 一 种 平均 重复 数 百 次 。 它 们 在 一 起 构成 了 序列 家 族 。 它 们 与 非 重 
复 序列 相同 排列 。 其 中 最 使 人 感 兴趣 的 是 人 类 的 Au 序列 家 族 CAln family)。 例 如 ,位 
于 人 的 申 状 旁 腺 激素 基因 的 人鱼 辟 前 负 钙 应 答 因子 已 被 证 明 位 于 一 Alu 序列 内 。 这 个 
基因 由 一 个 回 纹 核 心 序列 和 玫 个 上 游 的 工 残 基 组 成 。4zx 序列 在 转录 起 始 位 点 的 上 游 
316 kb 左右 的 位 置 ,应 反 向 组 分 出 现 ,并 以 一 个 长 的 poly T 序列 开始 。polyT 和 和 相 邻 的 14 
个 核 戎 酸 形成 负 的 钙 应 管 因子 位 点 。 

《3) 高 度 重复 序列 — 几 百 个 到 几 百 万 个 拷贝 。 在 高 度 重复 序列 中 , 常 有 一 些 A.T 
含量 很 高 的 简单 高 度 重复 序列 ,例如 螃 乱 DNA 含有 AT 的 简单 重复 序列 ,有 时 在 30 个 去 
右 的 碱 基 对 中 才 偶 尔 播 人 一 个 G,C 对 ,因而 A. 了 含量 达到 97%。 由 于 A. 工 的 段 浮力 密 
度 较 小 ,因而 在 将 DNA 切断 成 数 百 个 碱 基 对 的 片段 进行 超速 离心 时 ,常会 在 主要 的 DNA 
带 的 上 面 有 一 个 次 要 的 DNA 带 相伴 随 , 这 就 是 所 谓 卫 星 DNA CE AE R AT SEA 58%) 
那么 ,卫星 DNA 是 如 何 起 源 和 进化 的 呢 ? 


三 、 卫星 DNA 的 等 级 结构 及 其 起 源 和 进化 


BAARLE DNA 常常 是 多 等 级 的 ,就 是 说 一 个 大 的 重复 单位 是 由 若干 个 彼此 
相似 的 小 重复 单位 串联 组 成 ;每 个 小 重复 单位 是 由 若干 个 彼此 相似 的 更 小 的 重复 单位 串 
联 组 成 的 。 例 如 将 小 鼠 卫 星 DNA 用 限制 酶 EcoRII 进行 切割 ,可 以 得 到 230 — 240 bp 的 
片段 ,通过 序列 分 析 发 现在 一 个 234 bp 序列 中 ,60% 一 70% 的 卫星 DNA. 都 含有 这 样 的 序 
列 。 如 果 把 234 bp 的 左 一 半 和 右 一 半 各 117 bp 排 起 来 , 发现 只 有 22 个 bp 不 同 ,差异 为 
19%。 这 说 明 现 在 的 234 bp 重复 单位 是 由 117 bp 亚 重 复 单 位 倍 生 丽 来 ,然后 由 于 帘 变 
而 积累 了 差异 。117 bp 的 亚 单位 又 可 分 为 58 bp 的 四 分 之 一 亚 单位 。4 4-58 bp 亚 单位 
之 间 的 差异 达到 40% 。58 bp 的 亚 单位 又 可 以 分 成 两 个. 是 28 bp(a 亚 单 位 ), 一 是 
30 bp(B 亚 单位 )。8 个 八 分 之 一 亚 单位 之 间 的 差异 达 61% 。 如 果 再 将 八 分 之 一 亚 单 位 分 
成 3 个 部 分 , 则 每 一 部 分 都 与 如 下 一 致 序列 相近 似 。 

GAAAAACGT 
GAAAAATGA 
GAAAAAACT 

小 鼠 的 234 bp 重复 DNA 序列 可 能 是 起 源 于 一 个 9 bp 的 序列 (GAAAAATGT) ,产生 
这 一 模型 的 一 般 原则 是 :在 某 一 特定 时 间 内 由 于 某 种 原因 一 个 重复 单位 突然 横向 扩 增 ,以 
至 产生 网 个 相同 串联 重复 拷贝 。 这 种 窦 然 的 横向 扩 增 就 称 为 婚 进 式 复 制 (saltatory repli- 
cation)。 随 后 ,由 于 突变 的 积累 ,这些 拷贝 发 生 分 化 。 SA Jer cH H6 ULELES E — We CES 
制 , 出 现 更 长 的 重复 单位 ;由 于 再 经 过 突变 的 积累 ,使 这 更 长 的 重复 单位 又 发 生 分 化 。 R 
定 现在 的 卫星 DNA 起 源 于 这 样 一 个 GAAAAATGT 串联 重复 序列 。 最 初 的 9 个 bp 是 相 
辣 的 , 随 荐 时 间 的 推移 ,突变 使 它们 产生 了 差异 。 三 个 相 邻 单位 的 扩 增 使 9 bp 重复 变 成 
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27 bp 重复 (假定 为 祖先 序列 )。 在 由 27 bp—58 bp 的 过 程 中 ,还 包括 了 两 个 插 人 突变 ,一 - 
个 插入 人 忆 成 a 亚 单 位 ,一 个 插入 3 个 碱 基 越 为 B 亚 单位 。 将 这 58 bp 描述 成 (op),。 随 着 
点 灾变 .缺失 和 插入, 重复 单位 的 分 化 起 来 越 严 重 。 经 过 再 一 次 的 睛 进 式 复制 ,58 bp(oft) 
变 成 116 bp(ecBcedpd) 的 重复 单位 。 随 着 进一步 突变 ,两 个 相 邻 的 115 bp 被 扩 增 成 现在 
的 卫星 DNA( 见 图 14 - 2)。 


sop 重复 EAAAAATGT | 


跃进 式 复制 


GAAAAATGTGAAAAATGTGAAAAAT GT 


TP 


27bp 重复 GAAAAACGTGAAAAATGAGAAAAAA C T] 


Y 


54bp — Ek IGAAAAACGI GAAAAATGAGAAAAAACTGAAAAACOTGAAAAATQAGAAAAAACT 


dA C 搬入 3bp 
| a | 28» R| Go 
跃进 式 复制 
Sp EE a 
a a 
ll6bp EN a, P. 
s * P. 


FË 234 bp 成 为 卫星 DNA 


图 14~2 DRLE DNA ETIBCIESCA EK RCESAR EE eL 
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高 度 重复 DNA 拷贝 数 的 扩 增 或 减少 可 能 是 由 DNA 的 不 均等 交换 引起 的 。 纲 胞 分 
裂 时 ,染色 体 的 同 源 重 组 是 十 分 严格 的 ,只 能 在 同 源 序 列 之 间 进 行 。 然 而 ,由 于 卫星 DNA 
的 高 度 申 联 重复 ,一 个 重复 序列 很 可 能 和 另 一 个 DNA 分 子 上 不 等 位 的 相同 重复 序列 配 
对 并 发 生 交 换 。 假 如 在 两 条 染色 体 上 各 有 5 个 ab 串联 重复 单位 ,如 果 按 图 14 - 3 发 生 非 
等 位 配对 并 发 生 交 换 时 , 则 可 得 到 一 条 会 7 个 ab 重复 单位 ,而 另 一 条 只 含 3 个 ab 重复 单 
位 。 

XabababababY XabababababababY 
X 


一 y 


Xababababab Y XabababY 


图 14-3 DNA 的 全 符合 状态 的 不 均等 交换 


图 14-3 所 示 的 不 均等 交换 是 全 符合 状态 的 (in register) , 即 某 个 染色 体 上 的 重复 单位 与 
及 一 条 染色 体 上 不 等 位 的 整个 重复 单位 完全 相配 而 发 生 不 均等 交换 。 如 果 在 一 个 重复 单 
位 中 的 两 个 部 分 ,如 图 14-3 中 的 a 和 b, 又 有 很 大 的 同 源 性 , 则 a M b 能 发 生 配 对 而 出 现 
不 均等 交换 。 这 种 非 等 位 配对 是 半 符 合 状态 (half-register)。 这 种 不 均等 交换 的 结果 如 图 
14-4 所 示 。 

XabsbabababY XababababbababY 


XabababababY XababaabY 


E 14-4 半 符 合 状态 的 不 均等 交换 


一 般 说 来 ,卫星 DNA 没有 受到 任何 选择 压力 ， 由 于 它 不 编码 蛋白 质 或 RNA, 其 功能 
在 于 它 的 存在 而 不 是 其 序列 。 这 正如 小 鼠 卫 星 DNA 一 样 , 其 各 个 拷贝 之 间 相 关 而 不 是 
相同 。 然 而 ,有 些 卫星 DNA, 如 节肢 动物 的 卫星 DNA 是 由 几乎 相同 的 重复 单位 组 成 的 。 
人 类 的 U2 snRNA 基因 有 10-20 拷贝 ,在 17 号 染色 体 上 串联 集中 分 布 。 每 个 重复 单位 
约 6000 bp ,然而 其 编码 序列 却 只 有 188 bp。 编 码 序列 受到 自然 选择 的 压力 而 保持 相同 ， 
这 是 不 难 理解 的 。 难 以 理解 的 是 其 余 5800 bp 的 间 友 序列 为 什么 也 要 保持 相同 。 当 然 其 
中 包含 了 一 部 分 转录 起 始终 止 以 及 转录 后 处 理 的 信号 ,它们 必须 是 保守 的 。 但 是 这 一 部 
分 序列 也 只 有 100 bp 左右 ,仍然 无 法 解释 其 余 5700 bp 的 保守 性 。 从 上 面 的 例子 可 以 得 
出 以 下 结论 ;任何 串联 重复 的 DNA 序列 :不 管 其 中 是 否 含有 编码 的 遗传 信息 ,都 将 经 受 
均一 化 作用 (homogenization)。 尽管 这 种 均一 化 机 制 众说 纷 云 , 但 其 存在 却 是 公认 的 。 使 
串联 重复 的 DNA 序列 保持 均一 化 ， 自前 ,一 般 认为 有 两 种 机 制 , 一 是 交换 固定 (crossover 
fixation) ,二 是 基因 转换 (gene conversion) a 这 两 种 机 制 与 基因 扩 增 一 起 维持 串联 重复 序 
列 的 均一 化 。 

交换 固定 是 由 同 源 重 组 而 引起 的 。 也 就 是 说 在 姐妹 染色 怀 上 的 非 等 位 重复 序列 之 间 
发 生 了 同 源 重 组 ,其 结果 产生 了 非 均 等 交换 。 对 于 无 编 怒 功能 的 捉 联 重复 序列 来 说 , 非 均 
等 交换 的 两 种 产物 均 可 能 传递 下 去 。 因此 突变 序列 或 者 被 淘汰 ,或 者 迅速 占据 整个 重复 
序列 。 而 对 于 串联 重复 基因 来 说 ,大 多数 突变 基因 将 被 淘汰 ;但 有 功能 的 突变 基因 序列 也 
有 可 能 迅速 扩展 。 在 非 均 等 交换 中 接 贝 数 减少 了 的 重复 序列 可 以 在 后 代 中 通过 基因 扩 增 
恢复 原 有 的 拷贝 数 。 
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基因 转换 也 是 通过 同 源 序列 之 间 的 重组 实现 的 。 同 源 重 组 的 中 间 体 经 拆 分 后 形成 蜡 
源 双 链 , 再 经 收复 后 产生 基因 和 转换。 


、“ 无 功能 "DNA 


大 部 分 高 度 重复 DNA 显然 是 无 功能 DNA ,它们 不 转录 任何 RNA。 一 部 分 重复 基因 
是 无 功能 基因 ,可 以 用 有 害 突变 的 积累 来 解释 。Haldane 于 1933 年 首次 指出 ,假如 基因 组 
内 存在 两 个 或 两 个 以 上 相同 的 基因 , 则 除 那 些 能 产生 必要 数量 基因 产物 的 基因 外 ,其 余 都 
是 无 功能 基因 。 由 于 高 等 动物 的 进化 过 程 中 已 发 生 过 多 次 基因 重复 ,所 以 很 可 能 已 积累 
了 大 量 的 无 功能 基因 。Ohta 和 Kimura 根据 遗传 负荷 假说 ,推算 出 哺乳 动物 的 染色 体 组 
的 DNA 中 有 90% 以 上 是 无 功能 DNA。Crick 推测 , 果 蝇 的 结构 基因 分 布 在 相当 于 整个 
基因 组 的 5% 的 唾液 腺 染色 体 的 间 纹 区 段 。 但 是 ,Turmer 和 Laird 通过 RNA-DNA 杂交 试 
验 得 知 , 全 部 DNA 中 至 少 有 24% 的 DNA 是 能 转录 的 。 高 等 生物 中 功能 性 DNA 的 确切 
比例 还 有 待 进 一 步 测定 。 

当 重 复位 点 中 的 某 一 位 点 出 现 致 死 的 或 无 切 能 的 突变 时 ,只 要 其 他 重复 基因 或 基因 
组 保持 正常 的 功能 , 则 该 突变 将 是 无 害 的 而 且 具 有 类 似 中 性 或 近 中 性 基因 的 作用 。 因此 ， 
在 小 群体 内 这 种 突变 的 固定 率 等 于 究 变 率 。 由 于 每 个 位 点 的 每 代 致 死 突变 率 是 10-5, 如 
果 存 在 许多 重复 基因 ,就 会 有 大 量 基因 变 成 无 功能 基因 。 当 群 体 很 大 时 ,上 述 推论 就 不 适 
用 。 在 进化 过 程 中 , 基 些 重复 基因 确实 可 以 通过 突变 而 获得 新 的 功能 。 但 是 ,突变 是 一 种 
随机 过 程 , 所 以 发 生 上 述 事件 的 概率 似乎 是 很 小 的 。 

假如 上 述 假说 是 正确 的 , 那 又 为 什么 会 有 这 样 多 的 rRNA 或 tRNA 的 功能 性 重复 基 
H? 这 可 能 是 由 于 蛋白 质 合 成 需要 姑 量 的 rRNA 和 tRNA 的 缘故 。 如 果 这 些 位 点 中 有 
多 个 位 点 发 生 致 死 罕 变 ,它们 将 降低 杂 合体 的 适合 度 ,以 致 这 些 突变 基因 很 侠 在 群体 中 消 
Ra 实际 上 ,如 果 无 功能 基因 使 杂 合体 适合 度 降 到 较 低 的 水 平 , 那 么 这 些 基因 在 重 营 基因 
位 点 上 的 固定 概率 就 会 明显 下 降 。 

人 们 知道 ,除了 性 决定 基因 ,雄性 能 育 基 因 以 及 核糖 体 RNA 基因 等 一 些 特殊 基因 
外, 大 多 数 生物 的 Y 染色 体 缺乏 功能 基因 。Maller 于 1914 年 首次 推测 ,Y 染色 体 的 失 活 
可 能 是 致死 基因 积累 的 结果 。 他 推断 站 染色 体 上 的 基因 位 点 经 常 保持 杂 合 性 ， 因此 这 些 
位 点 上 发 生 的 任何 致死 突变 往往 为 处 染色体 的 纯 合 位 点 上 的 野生 型 等 位 基因 所 掉 坪 ,而 
X 染色 体 上 出 现 的 致死 突变 在 同 配 性 别 中 由 于 纯 合 件 而 消失 ， Muller 关于 致死 基因 在 掩 
项 染色 体积 累 的 假说 ,也 适用 于 二 倍 体 或 多 倍 体 的 无 任 生 殖 和 单 性 生殖 生物 的 染色 体 - 
由 于 这 些 生物 不 会 发 生 分 离 和 重组 ,因此 ,一 个 位 点 上 的 全 部 基因 除 一 个 之 外 都 可 成 为 天 
功能 基因 。 掩 栅 染色 体 的 又 一 例子 是 始终 保持 杂 合 性 的 月 见 草 的 易 位 染色 体 ,。 这 种 生物 
已 积累 了 若干 致死 基因 ,所 以 易 位 纯 合 体 不 能 存活 。 


五 、DNA 序列 插入 和 基因 调控 的 进化 变异 


重复 序列 被 认为 是 在 基因 的 5 区 端 , 现 已 证 明 重 复 序列 可 以 移动 ,并 提供 进化 变异 。 
最 近 的 观察 显示 许多 序列 (已 知 的 可 移动 因子 \ 重 复 序列 ) 被 频繁 地 插 人 基因 DNA ,ilii H. 
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可 以 影响 基因 的 表达 调控 。 许 多 情况 下 , 插 人 片段 包括 结合 核 蛋 白 的 序列 或 插入 后 序列 
被 修饰 ,结果 形成 结合 位 点 ,并 成 为 基因 调控 系统 的 有 效 部 分 。 有 证 据 表 明 插 入 片段 出 现 
在 好 久 以 前 ,并 发 现在 基因 调控 中 DNA 序列 因子 的 插入 是 导致 进化 变异 的 根源 ,这 种 改 
变 存 在 于 长 期 的 进化 过 程 中 。 因 而 这 个 机 制 可 被 认为 是 形成 基因 调控 区 的 DNA 序列 的 
来 源 之 一 。 随 着 大 量 资 料 的 获得 ,人 们 已 知道 这 样 一 个 事实 , 即 一 个 插入 子 提供 了 新 的 调 
控 因子 。 有 关 调 控 的 进化 起 源 知 之 甚 少 ,序列 改变 的 出 现 已 有 很 长 的 历史 ,但 它 已 掩盖 了 
原来 的 结构 ,重复 序列 参与 基因 调控 必须 具备 以 下 4 个 条 件 : 中 有 出 现在 基因 区 的 一 个 
已 知 种 类 的 因子 的 痕迹 ;加 有 证 据 表 明 该 序列 已 存在 足够 长 的 时 间 , 而 不 是 瞩 时 突 恋 ; 国 
一 些 可 移动 因子 或 重复 序列 的 序列 残留 物 参与 基因 的 表达 调控 ;四 该 基因 具有 已 知 的 功 
能 。 以 下 是 在 动物 基因 组 中 满足 上 述 4 个 条 件 的 实例 。 

《1 小 巢 伴 性 有 蛋白。 人 的 基因 组 有 两 个 串联 的 补体 C4 基因 , 即 CACB, RT. 
小 饼 具 有 两 个 相关 的 紧密 串联 的 类 C4 基因 ,但 是 只 有 一 个 基因 产生 类 CA 蛋白 ;另外 一 
个 基因 受到 不 同 的 调控 ,只 有 雄 鼠 产生 伴 性 蛋白 。 这 个 小 鼠 基 因 的 梭 性 依赖 是 由 子 反 转 
录 病 毒 相关 的 因子 插 人 5’ 区 造成 的 。 在 雄 激 素 应 管 位 点 控制 下 ,转录 的 起 始 发 生 于 长 未 
端 重复 序列 。 一 些 证 据 表明 ,在 小 鼠 体内 , 伴 性 蛋白 共有 重要 的 功能 ， 被 插入 的 可 移动 因 
子 \ 反 转录 病毒 或 多 或 少 地 仍 不 完整 ,但 两 个 长 末端 重复 序列 已 发 生 突变 , 且 彼 此 不 同 。 
编码 区 受到 较 大 破坏 ,因此 ,可 得 出 这 样 的 结论 , 播 人 发 生 在 很 久 以 前 ,有 功能 的 伴 性 蛋白 
基因 以 及 在 长 来 端 重复 序列 中 的 一 定 控制 区 序列 被 选择 性 地 保存 下 来 。 Stavenhagenn 
说 ,“ 这 个 转 座 子 与 伴 性 蛋白 联合 调控 提供 了 一 个 在 进化 过 程 在 被 保存 下 来 的 长 期 探索 的 
插 人 帘 变 的 实例 "。 这 个 实例 符合 上 述 4 个 条 件 。 

(2)RSR 增强 子 和 海胆 spec 基因 海胆 的 4 个 已 知 基因 在 它们 的 5' 区 具有 “RSR” 
重复 序列 。RSR 序列 长 度 超过 600nt, 带 有 约 为 200nt 的 正 向 末端 重复 序列 ,以 两 个 RS 
符号 表示 。spec2a 基因 的 RSR 元 件 已 得 到 详细 的 检验 ， 它 包括 一 个 增强 子 , 该 增强 子 被 
定义 为 188nt RSR 增强 子 。 它 需要 spec2a 基因 的 特定 组 织 囊 达 ,并 包括 4 个 海胆 的 bi- 
coidclass REBHA Ox 结合 位 点 。 人 们 研究 发 现 RSR 区 是 这 个 基因 的 调控 中 心 ,基因 组 
中 有 许多 RSR 元 件 的 额外 拷贝 功能 的 Alu 序列 ,它们 被 称 为 中 度 重 复 序 列 。 由 于 它们 
被 此 之 间 已 有 明显 的 差异 ,并 出 现在 不 同 的 位 园 , 拷 页 数 也 不 同 , 因 此 ,认为 在 4 个 spec 
基因 5 区 内 的 RSR 元 件 在 很 久 以 前 被 插 人 和 人。RSR 拷贝 可 能 来 自 一 个 原始 的 spec 基因 内 
的 RSR, 后 来 这 个 区 复制 多 次 并 参与 基因 调控 。 

(3) AIu 序列 中 的 DNA 结合 位 点 帮助 调控 CDS 基因 的 转录 Hamber 等 检测 核酸 
酶 I 的 超 敏 位 点 时 ,在 CDS 基因 的 最 后 内 会 子 中 发 现 一 个 Alu 序列 ,CD8 基因 即 为 一 个 
超 敏 位 点 ,并 作为 对 计 巴 细胞 特异 的 增强 子 - -部 分 。 这 个 Aln 序列 即 含有 核 蛋白 结合 位 
点 也 明显 地 对 超 敏 性 负责 。 经 过 检测 发 现 ,在 Alu 序列 内 有 4 个 转录 元 件 结 合 位 点 是 有 
效 的 。 其 中 两 个 LgF -1 位 点 .一 个 bHLH 和 一 个 GATA -3 位 点 。Alu 序列 中 明确 被 先 
择 改 变 的 证 据 显示 ,这 个 序列 在 这 个 位 置 已 适应 其 功能 。 证 据 如 下 :将 这 个 Au 序列 与 
它 可 能 的 同 源 基 因 比 较 , 发 现 有 7 个 不 同 ,其 中 是 4 个 刚 提 到 的 ,选择 性 改变 的 两 个 是 在 
GATA -3 位 点 。 这 个 Alu 序列 与 现代 一 致 序列 和 过 去 的 [I 类 一 致 序列 分 别 有 496 、8% 
的 差异 。 这 样 看 来 这 个 序列 是 在 3 000—5 000 万 年 以 前 的 开 I 类 主要 插入 片段 插 人 发 生 
之 后 ,在 灵长目 动物 血统 相对 近 的 进化 过 程 中 某 -… 时 期 被 插入 的 。 
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《4) 具 有 烨 激素 依赖 受 体 转录 增强 子 功能 的 Alu 序列 Ld s qve ERE 
了 是 通过 酵母 选择 系统 从 人 的 DNA EPHE, BEC UE IC Re d E BU I% 
家 族 的 Alu 序列 内 ,与 古老 的 一 致 序列 和 现代 的 一致 序列 的 差异 分 别 是 22962796, 38 
过 序列 比较 ,该 结合 位 点 与 已 知 的 雌 激 素 受 体位 点 一 致 ,该 位 点 以 GGTCA 起 始 , 带 有 它 
的 回 纹 结 构 TGACC。BRCA-1 基因 也 是 雌 激 素 庶 答 性 基因 。 目 前 , Au 序列 被 认为 是 
在 含有 峻 激素 受 体 细胞 内 基因 转录 调控 的 重要 贡献 者 。 

《S) AU 序列 是 WTI 基因 的 阻 抑 蛋 白 (repressor) Wilms Él 1( WT 了 TI ) 是 在 限定 的 
系列 组 织 中 正常 表达 的 基因 ,但 是 经 常 在 各 种 瘤 内 高 效 奏 达 。 踢 启动 子 12 kb, WTI 基 
因 的 第 三 个 内 合子 含有 一 Alu 序列 ,这 个 序列 已 被 证 实 是 一 个 能 降低 基因 表达 的 遏止 
子 。 这 个 遇 止 子 在 许多 被 检测 的 细胞 系 中 以 不 依赖 位 置 和 方向 而 发 挥 作用 ,但 在 肾 细 胸 
内 失 活 ,该 Au 序列 与 II 类 和 现代 -- 致 序列 的 差异 分 别 是 17% 2096, RERA EME 
Alu 序列 内 的 15 个 短 的 DNA 序列 可 能 充当 已 知 转录 元 件 的 结合 位 点 。WTI 基因 的 功 
能 尚未 确定 , 它 能 在 小 鼠 的 特定 组 织 .于 特定 时 期 表达 。 

遵 过 以 上 分 析 可 以 看 出 , Au 序列 是 窦 变 和 变异 的 主要 来 源 ,Alu 序列 的 不 同 家 族 结 
全 不 同类 的 核 蛋白 。 在 它们 存在 的 过 去 的 5 千 万 年 至 1 亿 年 之 间 , Au 序列 已 为 许多 基 
因 发 挥 功能 作出 了 页 献 ,以 及 作为 突变 和 变异 的 根源 ,它们 强烈 地 影响 吐 乳 动物 的 进化 。 
必须 强调 的 是 象 Alu 序列 这 样 的 重复 序列 是 插 人 基因 区 的 许多 类 型 的 元 件 之 -- ,而且 能 
影响 转 菜 的 调控 。 至 今 ,对 插入 到 动物 基因 组 的 元 件 的 认识 吉明 ,5 种 不 同类 的 插入 元 件 
已 具有 持久 的 作用 , 且 还 有 和 蝎 多 的 插 人 元 件 将 可 能 得 到 鉴定 。 植物 的 证 据 表 明 一 些 其 他 
元 件 在 进化 历史 中 具有 较 大 的 价值 ,DNA 序列 插入 是 否 是 基因 表达 中 进化 变异 原始 的 根 
源 ,还 有 待 于 进一步 研究 。 
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基因 的 进化 机 制 主要 是 通过 基因 扩 增 和 不 均等 交换 形成 多 拷贝 基因 ,再 通过 突变 积 
R 基因 重 排 和 自然 选择 等 因素 形成 多 成 员 的 基因 家 族 或 形成 新 的 基因 。 这 些 过 程 可 以 
反复 地 进行 。 


一 、 基 因 重 复 对 基因 进化 的 影响 


其 内 重复 是 产生 功能 分 离 的 一 种 机 制 , 这 种 机 制 常常 用 于 研究 哺乳 动物 基因 的 进化 
上 上。 重复 或 复制 转 座 都 涉及 到 一 自 DNA 序列 在 转 座 前 的 一 次 重复 。 哺 乳 动 物 基因 组 的 
DNA 转 座 常 常 通过 一 个 RNA 中 间 物 发 生 , 并 常常 导致 大 量 的 散布 重复 家 系 。 被 RNA 
KG 工 转 录 的 基因 中 间 复 制 物 ,常常 缺少 功能 调节 序列 ,但 也 有 很 少 是 例外 的 被 
RNA 聚合 酶 工 转 录 的 基因 通常 在 转录 药 序 列 中 含 一 个 启动 子 序列 . 这 样 ,这 类 基因 的 
cDNA 复制 物 能 达到 一 个 很 高 的 拷贝 数 ,这 是 因为 内 部 的 启动 子 序列 能 使 转录 在 复制 物 
上 继续 进行 。 这 也 是 Au 重复 家 族 的 进化 方式 。 串联 重复 基因 的 产生 常常 是 由 于 不 等 
交接 或 不 等 姐妹 染色 体 交换 所 导致 的 。 许多 繁 的 人 类 基因 家 族 就 是 通过 这 种 机 制 产 生 
的 。 全 也 有 一 些 重复 基因 简 并 到 非 过 程 性 假 基因 中 去 ,但 是 ,在 功能 性 复制 基 四 和 非 功能 
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性 假 基因 之 问 的 过 渡 可 能 是 一 个 渐进 的 过 程 ， 航 基因 是 指 一 个 基因 在 mRNA KERE 
至 在 多 肽 水 平 上 被 表达 ,但 仍 是 非 功能 性 的 。 功 能 的 缺乏 意味 着 保存 功能 的 选择 压力 将 
降低 并 最 终 突 变 积累 导致 基因 表达 的 停止 或 导致 不 同 的 表达 方式 。 例 如 ,一 些 分 散 的 重 
复 基 因 可 在 不 同 的 环境 中 表达 。 在 a~… 珠 蛋白 的 基因 雍和 -~ 珠 疏 白 韵 基因 护 中 ,分 散在 
不 同 基 央 中 的 序列 可 能 导致 产生 生物 学 特性 不 同 的 编码 产物 。 编 码 不 同 组 织 同 工 酶 (局 
… 候 白 质 的 不 同形 式 ) 的 基因 也 是 通过 基因 重复 而 形成 的 。 例 如 , 碱 性 磷酸 酶 至 少 被 4 种 
不 同 的 基因 所 编码 ,这 些 基 因 在 表达 上 显示 了 组 织 特异 性 。 在 这 4 种 基因 中 ,有 3 种 分 布 
在 端 粒 2 附近 ;ALPI 和 ALPP 分 别 是 在 肠 道 和 胎盘 中 发 现 的 编码 酶 的 不 同形 式 ( 有 
87% 的 和 蛋白质 序 询 相 似 );ALPPL 编码 一 种 类 似 胎 盘 中 的 酶 。 第 四 种 酶 是 ALPL fT 
FE 1p 附近 ,编码 肝 .将 , 骨 等 组 织 的 酶 ,这 种 酶 和 肠 道 .胎盘 中 发 现 的 酶 关系 较 远 (分 别 且 
5796 .52% 的 序列 相似 )。 由 于 基因 重复 可 能 是 由 于 原始 染色 体 组 的 重复 所 致 ,编码 同 种 
和 蛋白质 不 则 亚 细 胞 结构 的 重复 基 内 明显 地 位 于 不 同 的 染色 体 上 。 例如 ,在 人 类 肝脏 中 有 
两 种 乙 感 脱 氢 酶 的 间 工 酶 ,一 种 位 于 细胞 质 , 另 一 种 位 于 线粒体 。 在 500 个 氨基 酸 片 段 中 
有 68% 的 序列 相似 。 细 胞 贰 型 和 线粒体 型 分 别 由 位 于 染色 体 9q 的 ALDHI 基因 和 
12q ALDH2 基因 所 编码 。 

DNA 序列 家 族 基 因 组 内 (组 间 ) 的 交换 导致 一 致 进化 :在 特定 基因 和 DNA 序列 中 ,向 
一 种 内 个 体 成 员 ( 间 生 阿 源 ) 之 间 的 关系 变 比 不 向 种 直 向 同 源 个 体 间 的 关系 更 近 一 些 ， 
Jb UR TE ERAI A OB. 之 间 的 特 原 基因 家 族 ,一 致 进化 意味 着 在 A 品种 药 一 个 
家 族 成 员 与 品种 中 咽 的 家 族 成 员 的 关系 要 比 马 品种 中 相同 家 族 的 任何 别 的 成 员 的 关系 
更 密切 。 一 致 进化 的 产生 是 由 于 网 一 染色 体 组 内 非 等 位 基因 的 DNA. 序列 的 交换 而 引起 
的 。 其 中 ,包括 不 等 交换 , 不 等 姐妹 染色 体 交 摘 等 。 这 在 串联 重复 DNA 序列 中 特别 普 
这 ,例如 ,不 等 交换 和 不 等 染色 体 交换 能 导致 一 个 特殊 的 重复 序列 ,通过 -系列 串联 重复 
而 扩散 ,并 最 终 代 替 别 的 重复 而 导致 序列 匀 浆 。 一 些 基 因 家 族 没有 表现 明显 的 一 致 进化 ， 
这 是 由 于 在 直系 同 源 之 间 比 网 一 种 族 内 不 同 家 族 成 员 之 间 的 序列 局 源 性 更 强 ， 通常 ,位 
于 同一 基因 簇 的 基因 家 族 或 超 家 族 成 员 比 位 于 不 同 基因 和 锐 的 成 员 有 更 高 的 序列 同 源 性 ， 
而 且 , 在 同一 个 艇 内 相 邻 基因 之 间 的 序列 间 源 性 更 大 。 因此 ,导致 任何 一 个 千 形 成 基因 重 
复 常常 是 近代 的 串联 重复 ,而 已 产生 不 同和 的 基因 重复 则 常常 是 相对 远古 或 从 古代 基因 " 
重复 而 产生 的 。 

伴随 着 基因 重复 ,在 重复 基因 之 问 常 存在 两 种 竞争 力量 影响 序列 的 同性 ,序列 分 散 
超 异 (重复 基因 序列 可 能 在 开始 是 完全 相同 的 ,但 在 进化 过 程 中 由 于 突变 在 两 基因 中 的 积 
累 而 逐渐 形成 差异 ) 和 序列 均一 性 (sequence homogenization, 在 两 个 基因 之 间 的 序列 交换 
可 能 导致 它们 的 序列 混合 ,因此 ,维持 了 序列 同一 人 性)。 这 种 均一 性 是 由 基因 机 制导 致 的 
(如 不 等 交换 ,不 等 染色 体 交 换 和 基因 转变 ) 这 种 现象 在 串联 重复 基因 "HE HERE BEC iE 
非 向 源 重复 中 普遍 得 多 。 因此 ,相距 较 远 的 基因 或 非 同 源 基因 的 序列 比 串 联 重复 基因 的 
序列 更 容易 离散 。 珠 重 白 基因 的 超 家 族 担 供 了 一 个 例证 ,来 自 不同 仍 的 基因 和 基因 产物 
之 间 的 同 源 序列 远 少 于 来 自 同一 艇 的 基因 和 基 因 产 物 之 亲 的 同 源 序列 ,这 很 大 穆 度 上 是 
外 于 不 同 能 被 认为 是 在 进化 早期 已 经 形成 的 ,而 驴 内 的 基因 重复 则 发 生 在 较 近 的 时 期 
例如 ,- 人 些 重 复 被 认为 是 不 久 前 产生 的 , 则 重复 基因 几乎 是 完全 相同 的 。 两 个 人 类 a - 珠 
AAK HBAT 和 HBA2 编码 完全 相同 的 序列 ,而 y- 珠 蛋白 基因 HBGI 和 :HBG2 编码 
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的 产物 有 一 个 氨基 酸 不 同 。 

与 串联 重复 基因 相 比 , 珠 蛋 白 基 因 艇 内 序列 交换 是 不 常见 的 {很 近 的 重复 基因 除外 ， 
如 HBAl 和 HBA2)。 这 是 因为 不 同 的 珠 蛋 白 基 因 是 很 小 的 (1.6 kb 另外, 染色体 上 
DNA 将 它们 分 离 以 至 不 能 很 好 地 保存 ,从 南 碱 少 在 同一 簇 内 不 同型 基因 之 间 的 序列 交 
换 。 这 样 ,在 远 缘 物种 的 直系 同 源 成 员 间 如 老鼠 和 人 类 的 同 源 序 列 可 能 霓 于 同一 人 类 艇 
中 的 基因 间 的 同 源 序 列 ,例如 ,在 人 和 免 的 8- 珠江 白 的 其 因 间 甚至 在 人 和 和 鼠 的 8- 珠 蛋 白 
基因 间 的 同 源 序列 要 比 人 类 的 B- 珠 蛋白 和 &- 珠 贷 白 基因 间 的 同 源 序列 多 。 


二 、 外 显 子 重 排 对 基因 进化 的 影响 


早 在 1978 年 ,W. Gilbert 曾 指出 ,通过 哺乳 动物 基因 组 的 外 显 子 重 排 (exon shuf- 
fing) ,能 够 产生 新 的 基因 ,从 而 产生 新 的 基因 产物 ,这 种 产物 具有 新 的 功能 ,从 而 使 生物 
体能 更 加 适应 复杂 的 自然 环境 。 而 内 含 子 就 是 这 种 外 显 子 重 排 的 历史 痕迹 ,而 且 内 售 子 
的 存在 可 能 以 菜 种 方式 促进 了 这 种 外 显 子 重 排 过 程 。 今天 ,大 量 的 证 据 表 明 ,在 痊 检 动物 
出 现 之 前 的 5 亿 年 中 ,外 显 子 重 排 在 基因 构建 过 程 中 起 着 主要 的 作用 。 

关于 内 含 子 如何 起 源 的 问题 ,自前 有 两 种 假说 ,以 哈佛 大 学 W, Gilbert 为 代表 的 一 派 
认为 ,内 含 子 与 它 所 在 的 基因 一 样 古 老 , 在 装配 第 一 个 这 样 的 基因 时 ,内 含 子 就 已 存在 。 
而 今天 的 原核 生物 和 少数 低 等 真 核 生物 ,由 于 它们 需要 进行 快速 的 DNA 复制 而 进行 快 
速 的 细胞 分 裂 ,因而 失去 了 内 含 子 序 列 。 而 对 于 绝 大 多 数 真 核 生物 来 说 ,它们 没有 必要 进 
行 快速 的 DNA 复制 和 细胞 分 裂 , 因 而 将 内 含 子 序列 保留 下 来 , 它 对 于 保持 基因 的 相对 稳 
定 又 有 重要 作用 。 这 种 观点 认为 ,今天 高 等 真 核 生物 基因 中 的 内 含 子 更 具有 代表 性 。 原 
核 生物 中 的 内 含 子 的 发 现 有 力 地 支持 了 这 种 假说 。 

以 变化 缓慢 的 5S. rRNA 基因 为 标准 , 真 核 生物 大 约 在 15 亿 年 前 从 原始 细胞 中 分 化 
出 来 ;12 亿 年 前 真菌 就 与 动 植物 祖先 分 家 ;10 亿 年 前 , 动 植物 分 家 ;4 忆 年 前 出 现 鱼 类 ,3 
亿 年 前 出 现 了 哺乳 类 和 岛 类 。 

E F. Crick 为 代表 的 一 派 认为 ,不 连续 基因 的 内 含 子 不 是 该 基因 本 来 就 有 的 ,而 是 在 
进化 的 某 一 过 程 通过 转 座 作用 插 人 到 连续 基因 中 去 了 。 前 面 所 担 到 的 酵母 线粒体 基因 的 
内 售 子 编码 的 转 座 酶 所 产生 的 基因 转化 ,有 利 地 支持 了 这 种 假说 。 1987 年 ,Littman 等 人 
RAMEK T NU ERE EE CD4 分 子 中 ,有 一 段 免疫 球 蛋 白 分子 中 的 类 VV 结构 域 
(V-like domain) ;而 在 CD4 基因 的 类 VY 结构 域 的 纺 码 序列 中 存在 一 个 内 含 子 ,可 是 在 舍 
有 类 V 结构 域 的 其 他 众多 成 员 中 至 今 尚未 发 现 有 这 样 的 内 含 子 序 列 。 这 很 有 可 能 是 在 
CD4 基因 进化 中 ,在 V 结构 域 插 人 此 内 合子 。 


三 、 不 均等 交换 对 基因 进化 的 影响 


我 们 已 经 看 到 ,各 种 哺乳 动物 中 的 珠 蛋 白 基因 都 成 侯 排 列 , 但 在 活路 基因 和 假 基因 的 
数目 上 有 很 大 差异 。 这 主要 是 由 不 均等 交换 而 产生 重复 基因 ,其 机 制 与 重复 序列 的 产生 
相同 。 

在 不 连续 基因 中 ,由 于 外 显 于 受到 选择 的 压力 ,因而 突变 概率 很 小 ,而 内 含 子 不 受 这 
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种 压力 ,因而 突变 概率 天。 这样 ,交换 往往 在 外 显 子 部 位 发 生 。 由 于 内 会 子 在 序列 组 成 
和 大 小 方面 分 化 很 快 ,从 而 限制 了 这 种 不 均等 交换 的 发 生 ,保持 了 基因 黎 的 相对 稳定 。 这 
可 能 是 内 会 子 存在 的 生物 学 意义 之 一 。 然 而 不 均等 变换 是 不 可 避免 的 ,从 大 和 鸡 的 珠 蛋 
白 基因 艇 的 人 人工 克隆 中 经 常 可 以 分 离 到 缺失 的 基因 艇 。 由 不 均等 交换 产生 的 缺失 和 重复 
对 机 栖 往往 是 有 害 的 ,就 被 自然 淘汰 ;但 也 有 个 别 的 不 均等 交换 产生 了 更 大 的 选择 优势 ， 
产生 了 新 的 活 具 基 因 , 原 有 的 基因 丢失 ,或 保留 ,有 的 因 突 变 而 变 成 假 基因 。 明 乳 动物 现 
在 的 珠 蛋 白 基 因 艇 状况 就 是 这 种 不 均等 交换 、 帘 变 、 重 排 和 自然 选择 的 结果 。 

根据 各 物种 的 珠 蛋 白 基 因 组 分 ,可 以 推测 珠 蛋 白 祖 先 基因 的 可 能 进化 途径 。 见 图 14 
-5. 
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哺乳 类 和 鸟 类 都 具有 各 自 独立 的 a 基因 艇 和 有 基因 全 ,而 两 栖 类 的 a 基因 和 基因 
仍然 是 连锁 的 。 哺 乳 类 和 鸟 类 从 大 行 类 祖先 歧化 出 来 的 时 间 天 约 在 2 忆 7 千 万 年 前 ,而 
让 行 类 从 两 栖 类 祖先 歧化 出 来 的 时 间 大 约 在 3 亿 5 千 万 年 前 。 这 样 ,从 3 亿 5 千 万 年 到 2 
亿 7 千 万 年 前 的 时 间 可 以 定 为 a 基因 和 有 基因 失去 连锁 的 时 间 。a 基因 和 基因 分 离 可 
能 是 由 转 座 作用 造成 的 。 茶 些 原始 鱼 业 只 有 一 种 珠 蛋 白 基 因 , 这 些 鱼 类 一 定 是 在 珠 蛋 白 
基因 倍增 并 分 化 成 o 基因 和 有 基因 之 前 从 进化 路 线 上 歧化 出 来 ,这 个 时 间 大 约 在 5 亿 年 
前 。 也 就 是 说 , 珠 蛋 白 基因 的 售 增 和 分 离 是 在 5 亿 年 前 至 3 亿 5 千 万 年 前 之 间 。 从 氨基 
酸 组 成 序列 的 差别 可 以 推算 出 珠 蛋 白 基因 和 肌 红 蛋白 基因 分 化 的 时 间 在 8 亿 年 前 。 豆 科 
血红 蛋白 基因 和 珠 蛋 白 基因 分 化 的 时 间 更 早 。 

把 不 同 的 生物 中 某 种 蛋白 质 的 氨基 酸 组 成 序列 进行 比较 ,发 现 两 种 生物 之 间 差 异 的 
百分数 大 约 和 它们 自 同一 祖先 向 不 同方 向 演化 前 时 间 成 正比 ,也 就 是 说 ,突变 在 生物 进化 
过 程 中 发 生 和 积累 的 速度 大 体 上 是 恒定 的 ,这 种 情况 常常 被 称 为 进化 钟 (evolutionary 
clock) 通 过 比较 不 同 生物 种 类 的 珠 和 蛋白 基 因 的 变化 情况 ,就 可 以 得 出 珠 蛋 白 基 因 的 进化 
速度 大 约 为 每 1040 万 年 有 196 的 硕 基 出 现 替代 型 差异 。 用 这 一 速度 就 可 以 推算 珠 和 蛋白 
基因 在 种 内 形成 变化 的 大 致 时 间 表 。 例 如 人 类 PETH B 基因 与 EAEE 3. 796 98 
基 蔡 代 , 因 此 这 两 个 基因 分 化 出 来 的 时 间 在 3850 万 年 前 。 
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不 同 的 基因 承受 着 不 同 的 负 选 搓 讨 力 , 这 就 决定 了 生物 钟 的 快慢 , 茵 此 不 可 用 一 种 基 
办 的 进化 速度 去 推测 另 一 种 基因 的 进化 时 间 表 。 一 般 来 说 ,基因 的 产物 越 重 要 ,对 它 的 结 
构 和 功能 槛 求 越 严格 ,变异 积累 的 速度 越 低 。 同 一 :个 基因 的 不 同 区 段 的 重要 性 不 同 ,所 际 
爱 的 负 选 择 压 力也 不 同 。 因 此 外 显 子 的 序列 变化 就 慢 得 多 。 同 是 外 显 子 ,决定 蛋白 质 活 
性 部 位 的 碱 基 序 列 比 其 人 序列 要 稳定 得 多 。 

基因 的 重复 减弱 了 负 选 择 压 力 ,使 相同 基因 中 的 一 个 或 儿 个 能 较 快 地 积累 突变 从 而 
形成 新 的 基因 家 族 成 员 或 变 成 失 活 的 假 基因 。 :有 旦 成 为 假 基因 以 后 就 完全 不 受 选择 讨 力 
的 影响 ,变异 积累 的 速度 就 太 大 地 高 于 活跃 基因 而 最 终 面 且 全 非 。 很 基因 的 命运 或 者 基 
H DNA 缺失 而 消失 ,或 者 是 作为 -- 般 无 用 的 DNA 单一 序列 而 存在 下 去 。 然 而 ,有 些 基 
因 在 重复 后 的 长 期 进化 中 却 一 直 保 持 着 几乎 完全 一 致 ,如 人 类 珠 蛋 白 的 两 个 a 基因 和 两 
^ y 基因 ,现在 普遍 认为 ,这 种 非 等 位 的 相同 基因 在 遗传 过 程 中 是 作为 一 个 单位 而 传递 
的 , 它 称 为 重合 进化 (coincidental evolution) ,有 时 也 称 为 共 进 化 。 解释 一 致 进化 现象 的 两 
种 机 制 即 交 换 固定 学 说 和 基因 转换 学 说 ,不 管 哪 -种 机 制 ,其 实际 结果 是 ,突变 的 基因 要 
么 被 淘汰 ,要 人 么 占据 全 部 的 原 有 相同 基因 位 置 。 

同一 基 琴 家 族 的 不 同 成 员 之 问 的 碱 基 差 别 是 由 罕 变 引起 的 。 这 些 突变 的 频率 很 低 ， 
产生 的 后 果 大 多 有 害 ,很 快 被 负 选 择 压 力 所 淘 汰 。 也 有 一 部 分 被 固定 到 生物 群体 中 。 那 
么 如 何 解释 从 个 体 发 生 的 突变 扩展 到 整个 物种 中 呢 ” 经 典 的 理论 是 达尔 文 的 适 者 生存 理 
论 , 即 罕 变 体 具 有 更 大 的 正 选 择优 势 38 17 7138, SERE E VUES, i — Rb dh S d Ig 
遗传 漂 变 (genetic drift) 学 说 认为 ,群体 较 小 时 ,自然 选择 不 起 作用 。 晶 本 群体 遗传 学 家 木 
村 资 生 提 出 了 类 似 的 中 性 漂 变 学 说 。 这 种 学 说 认为 ,从 个 体 色 群体 的 扩展 完全 是 中 性 突 
JE CURL LOC E D HE) 一 个 中 性 突变 能 否 扩 展 到 整个 种 群 ,基本 上 或 完全 取决 于 机 会 。 
事实 上 在 DNA 水 平 上 的 许多 突变 都 是 中 性 的 ,包括 不 改变 氨基 酸 组 成 的 同 义 突变 以 及 
不 影响 蛋白 质 空间 结构 和 荔 能 的 无 占 宽 变 。 这 一 学 说 得 到 了 实验 群体 遗传 学 的 支持 。 但 
是 否 能 反映 生物 进化 的 实际 情况 ,还 有 竺 于 研究 。 


第 四 节 ”基因 组 的 起 源 和 进化 “3-39] 


对 基因 组 的 起 源 和 进化 的 研究 ,是 探索 生命 起 源 和 进化 的 重要 组 成 部 分 。 根 据 现 代 
基因 组 在 细胞 中 的 地 位 和 功能 ,可 以 把 它们 分 为 自 主 性 的 核 基 因 组 ,处 于 细胞 器 中 半 自 主 
性 的 线粒体 基因 组 和 叶绿体 基因 组 。 从 进化 的 角度 看 ,这 三 种 基因 组 都 是 源 于 一 种 原始 
基因 组 。 多 此 ,对 现代 各 种 基因 组 的 结构 进行 深入 分 析 , 找 出 原始 基因 组 的 “遗迹 "及 其 变 
化 趋势 ,是 研究 基因 组 起 源 和 进化 的 有 效 途 径 。 


一 、 核 (类 核 } 基 因 组 的 结构 与 进化 
1. 核 (类 核 } 基 因 组 的 结构 与 进化 | 


核 基因 组 和 类 核 基因 组 在 细胞 中 的 地 位 是 等 价 的 ,在 进化 上 必须 -起 考虑 。 但 从 结 

构 方面 看 ,两 者 相差 甚 远 , 可 以 很 自然 地 把 它们 分 开 。 原核 生物 的 类 核 基因 组 一 般 是 环 

AR ,再 形成 类 核 高 级 结构 。 道 常 基因 组 大 小 只 有 数 百 万 大 基 对 。 类 核 基 因 组 都 是 由 单 拱 
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DL a f£ HE DL dg DNA 序列 组 成 ,基因 的 排列 比较 紧密 , 一 般 以 多 硕 反 子 为 转录 单位 , 较 少 
非 编码 序列 , 非 编码 的 重复 序列 和 内 含 子 就 更 少 了 。 至 今 , 只 在 盐 杆菌 (Haiobacrerium )、 
硫 氧化 菌 (Sutfolobus ) 和 脱 瘤 球菌 (Desui furococcus ) 等 原 细 菌 的 基因 组 中 ,以 及 在 部 分 真 
细菌 的 基因 组 中 发 现 少量 各 异 的 重复 序列 和 内 含 子 。 至 于 真 核 生 物 的 核 基 因 组 ,一 般 是 
多 线 状 ,再 形成 染色 体 或 间 期 核 的 高 级 结构 ,大 小 要 出 类 核 基 因 组 大 好 几 个 数量 级 , 且 变 
化 范 将 很 大 ,已 知 最 小 的 多 细胞 动物 核 基因 组 约 为 4x 105 khb, 最 小 的 高 等 植物 核 基因 组 
也 有 7x10kb。 在 结构 组 成 上 , 核 基 因 组 以 普遍 存在 天 量 非 编码 序列 为 特点 。 其 中 重复 
序列 一 般 可 占 基 因 组 的 1/3 ,在 有 些 植物 核 基因 组 中 甚至 可 达 90%。 内 含 子 也 占 基 因 组 
相当 重要 的 比例 , 真 核 基因 基本 上 都 是 有 内 合子 的 断裂 基因 。 一 个 基因 的 长 度 可 有 多 至 
90% 的 内 含 子 。 重 复 序列 和 内 含 子 的 含量 直接 影响 了 基因 组 的 大 小 。 

因此 ,在 大 小 和 构成 上 ,类 核 基 因 组 是 “节俭 型 "的 ,而 核 基因 组 是 “ 宙 余 型 的。 节俭 
型 与 元 余 型 的 差别 在 子 基 因 组 的 大 小 以 及 重复 序列 和 内 含 子 的 会 量 ,所 以 可 把 它们 分 别 
称 为 “小 基因 组 ”型 和 "大 基因 组 ”型 。“ 小 基因 组 "型 以 基因 组 较 小 ,不 含 或 少 合 重 复 序列 
和 内 会 子 为 特点 六 大 基因 组 "型 则 以 基因 组 巨大 ,含有 大 量 重 复 序列 和 内 合子 为 特点 。 

关子 核 ( 类 核 ) 基 因 组 的 进化 , 现 已 有 越 来 越 多 的 证 据 表 明 核 (类 核 ) 基 因 组 是 比较 直 
接地 从 原始 基因 组 进化 而 来 。 而 原始 基因 组 是 由 重复 序列 组 成 ,并 在 这 样 的 一 个 基础 上 
发 展 成 具有 原始 的 外 显 子 、 内 售 子 及 重复 序列 的 原始 基因 组 。 原始 基因 组 再 向 着 小 基因 
组 与 大 基因 组 两 个 方向 发 展 。 如 果 向 小 基因 组 进化 , 则 由 于 繁殖 效率 空间 结 构 等 的 约 
束 ,不 再 留 有 重复 序列 和 内 合子 结构 (它们 在 进化 中 委 失 ); 如 果 向 大 基因 组 进化 , 则 重复 
序列 内 含 子 作为 残 遗 结构 才能 继续 存在 ,并 起 着 结构 上 和 进化 上 的 功能 。 在 现代 生物 
中 ,原核 生物 的 类 核 是 小 基因 组 进化 方向 的 代表 ,而 真 核 生物 的 核 则 是 大 基因 组 进化 的 代 
表 。 


2. 染 色 体 组 型 的 进化 


染色 体 组 型 在 生物 进化 的 过 稳 中 所 发 生 的 数目 和 结构 上 的 变化 ,无 疑 在 物种 形成 中 
起 着 重要 作用 。 在 植物 界 的 高 等 植物 中 ,染色 体 结构 上 的 重新 排列 和 多 倍 体 在 染色 体 组 
型 的 进化 中 发 挥 了 重要 必用 。 而 动物 中 染色 体 变 异 的 主要 源泉 看 来 局 限于 构造 上 的 重新 
排列 ,例如 易 位 ,特别 是 罗 信 进 类 型 的 易 位 。 

在 动物 中 ,多 倍 体 物 种 的 稀少 并 不 是 意料 之 外 的 ,这 因为 大 部 分 动物 有 两 性 之 分 , 它 
们 有 性 染色 体 的 作用 ,这 种 作用 会 被 多 倍 体 所 否定 。 大 多 数 高 等 模 物 是 纵 雄 同体 的 ,它们 
并 没有 性 染色 体 。 

一 个 典型 的 二 倍 体 动物 的 物种 有 两 套 常 染色 体 {(2A) 和 -一 个 XXE) S XY EB) 
性 染色 体 。 如 果 这 样 的 物种 变 成 四 倍 体 ,那么 雄 的 个 体会 是 4A,XXYY ,而 竣 的 个 体会 是 
4A,XXXX。 在 减 数 分 裂 中 , 雄 的 XXYY 染色 体会 形成 一 个 XX 二 价 体 和 一 个 YY 二 价 
体 ,结果 所 有 雄性 的 配子 会 含有 XY 性 染色 体 的 组 成 , 即 2A,XY。 因 为 雄 的 只 产生 出 
2A,XX 的 配子 ,那么 由 交配 所 产生 四 倍 体 会 含有 人 性别 难于 决定 的 染色 体 组 型 .4A， 
XXXY。 这 样 ,在 两 性 动物 中 的 性 染色 体 机 制 大概 就 成 为 多 倍 体 在 动物 界 中 进化 的 主要 
障碍 之 - -。 虽然 如 此 ,多 倍 体 可 在 肉 雄 同体 的 低 等 动物 中 见 到 ,它们 由 孤雁 生殖 方式 产生 
后 代 。 
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有 人 指出 ,多 倍 体 曾 发 生 于 哺乳 类 叶 期 的 进化 中 。 关 于 这 上 方面 并 没有 确实 的 证 据 。 
但 足 在 某 些 哺乳 类 的 物种 中 包括 人 类 在 内 ,有 些 非 间 源深 色 体 的 形态 相似 及 染色 体 带 型 
相似 支持 了 上 人 述 观点 。 其 中 一 个 例子 就 是 人 人 的 4 号 染色 体 和 5 号 染色 体 之 间 的 模 其 相 
似 。 

正如 前 述 ,在 动物 物种 中 ,染色体 组 型 进化 的 最 显著 的 源泉 是 通过 倒 位 或 易 位 所 发 生 
的 染色 栖 结构 的 变化 。 果 暗中 密切 相近 的 物种 之 间 染 色 体 变异 最 常见 的 形式 是 营 内 倒 
位 .虽然 有 时 也 看 到 着 丝 位 的 融合 和 臂 间 倒 位 。 在 果 蝇 属 中 , 约 有 近 2000 个 物种 具有 达 
7 万 个 臂 内 倒 位 类 型 的 重新 排列 。 

哺乳 类 的 物种 中 ,已 知 有 许多 类 型 的 染色 体 结构 异常 ,但 是 在 形成 中 最 有 意义 的 是 着 
丝 粒 融合 型 的 易 位 ( 罗 伯 迟 易 位 ) ,在 那里 两 个 具 端 着 丝 粒 或 具 近 端 着 将 粒 的 染色 体 的 着 
丝 粒 合 并 在 一 起 , 形 或 一 个 具 中 间 着 丝 粒 的 染色 体 。 在 具 近 端 着 丝 粒 染色 体 的 情况 下 , 靠 
近 着 经 粒 的 结构 异 染 色 质 的 区 域 发 生 了 断 错 ,接着 是 染色 体 的 两 个 长 辟 融 合成 -条 大 的 
具 中 间 着 丝 粒 的 染色 体 , 另 一 个 易 位 的 产物 就 是 一 个 细小 的 中 央 片 段 , 击 结构 异 染色 质 组 
JR SERE ,但 不 会 引起 表 型 的 变化 。 这 一 类 型 染色 体 结 构 变 化 的 结果 不 公 是 染色 体 组 
型 外 表 的 结构 变化 ,而 是 二 倍 体 组 成 中 染色 体 数目 的 减少 。 在 技术 上 这 可 以 看 成 是 产生 
了 非 整 售 体 ,但 是 染色 体 辟 的 基本 数目 是 保持 不 变 的 。 

作为 不 问 着 丝 粒 融合 的 累积 结果 ,在 哺乳 类 非常 相近 的 物种 之 间 的 染色 体 组 型 ,其 变 
异 可 能 是 很 大 o 例如 美国 刚毛 棉 自 有 一 个 二 倍 体 的 数目 是 52, 但 是 有 一 个 密切 相近 的 物 
种 中 着 丝 粒 融合 把 染色 体 数目 减少 到 22。 

上 述 所 提 到 的 染色 体 组 型 进化 的 侧 子 都 是 相近 物种 的 染色 体 组 型 ,它们 的 染色 体 数 
目 发 生 了 变化 而 染色 体 辟 的 数目 却 保 持 稳 定 。 但 是 ,其 些 类 群 的 动物 中 却 发 生 了 相反 的 
情况 , 即 物种 之 间 的 染色 体 数目 保持 不 变 ,而 染色 体 臂 的 数目 却 发 生 了 变异 。 已 经 知道 ， 
这 样 的 变异 可 能 是 臂 间 倒 位 或 是 不 平均 的 相互 易 位 的 结果 。 但 是 最 近 知 道 还 有 另 一 种 可 
能 的 机 制 , 即 由 于 获得 或 失去 另外 的 臂 , 而 这 些 辟 主要 是 结构 蜡染 色 质 组 成 的 。 这 后 一 情 
况 的 例子 曾 见于 鹿 鼠 ,其 属 名 是 Peromyscus。 在 所 研究 的 20 个 物种 中 ,二 售 栖 的 染色 体 
数目 总 是 48 ,但 是 臂 的 总 数 变异 在 56~96 zl. NIB GR C 带 的 分 析 表 明 在 这 个 物种 
Peromycus crinitus(2n 三 56) 和 另 一 个 物种 P. ceremicus (2n —96) RCM 3 & Wi Uy d du 
—5x fi Pr 8 IL Re Gt HE | Sg de hl P EORR RID FEE REI e RB 4H n. 如 此 大 量 的 
结构 异 染 色 质 的 来 源 及 其 在 染色 体 组 型 进化 和 物种 形成 中 的 作用 仍 是 一 个 谜 。 


=. 线粒体 基因 组 的 结构 与 进化 
1. 线粒体 基因 组 的 结构 


作为 一 个 能 自我 更 新 的 细胞 器 ,线粒体 合 有 独特 的 基因 组 。 在 其 组 成 上 ,一般 有 编码 
线粒体 内 大 小 亚 基 rRNA 的 基因 ,全 部 或 部 分 线粒体 RNA 基因 \. 部 分 呼吸 链 特有 酶 的 基 
因 。 线粒体 的 功能 在 各 类 真 核 生物 中 都 相同 ,但 其 基因 组 却 变化 很 大 。 多 细胞 动物 的 线 
粒 体 基因 组 十 分 细小 和 致密 , 绝 大 部 分 的 大 小 部 在 15.7 19.5 kb 这 个 范围 内 。 基 因 组 
呈 环 状 ,没有 或 很 少 间隔 序列 ,基因 中 没有 内 含 子 。 不 存在 非 编码 的 重复 序列 。 
相反 高 等 植物 线粒体 基因 组 是 最 大 .最 复杂 的 ,基因 组 呈 单 环 或 多 环 状 ,大 小 范围 从 
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186 一 2400 kb。 由 于 植物 线粒体 基因 组 所 含 的 基因 只 比 动 物 的 多 两 倍 左 右 , 因 此 ,有 很 多 
基因 间隔 ,另外 还 有 很 多 重复 序列 和 内 含 子 。 

原生 动物 线粒体 基因 组 的 大 小 在 18.5 一 SS kb 之 间 , 且 环 状 , 线 状 , 或 由 大 环 与 小 环 
组 成 的 网 状 结构 。 动 基体 (kinetoplastida) 种 类 的 动 基体 大 环 DNA 除了 有 一 段 1517 kb 
的 转录 区 外 ,还 有 出 长 度 不 等 的 重复 序列 组 成 的 多 变 区 域 ,其 他 一 些 原生 动物 线粒体 基因 
组 中 也 有 少量 重复 序列 ,不 过 还 没有 在 研究 过 的 基因 组 中 发 现 内 含 子 。 

对 药 类 的 线粒体 基因 组 研究 不 多 ,已 知 芋 因 衣 北 (Clamydomonas reinhardtii ) 的 
158 kb 基因 组 的 结构 像 多 细胞 的 而 不 像 高 等 植物 的 。 


5X14-2 真 核 生 物 线 粒 体 基因 组 的 大 小 和 机 型 


物种 大 小 (kb) mm 物种 KA kb) 构 型 1 
FEH Eh 原生 动物 
Homo sapiens 16. 569 环 状 | Plasmodium lophurae 18.5 Fik 
Mus musculus 16.259 Fik ‖ Tetrahymena pyrijormis 55 H 
Gallus domesticus 16.2 BAR || Trypanosoma brucei 20—22 大 环 
Drosophila. neahsdei 15.7 环 状 | M 
D. melanogaster 18.7—19.5 环 状 | Chiamydomonas reinhardtii 15.8 E dis 
高 等 植物 Euglena gracilis 60 — 
Marchantia polymorpha 186.608 SRAR | Olisthodiscus luteus 40 环 状 
Brassica hirta 208 环 状 XH 
B. campestris 218 三 Aspergillus nidulans 32—33 Fik 
Pisum sativam 370 — | Cachliobolus heterostrophus 115 环 状 
Cucumis sitious 1500 — j| Hansenula rnrakii 55 BA 
C. melo 2400 一 | Sacchuromycer cerevisiae 68— 77.8 FR 
Zea ma 570 EH || Schzossccharantyces 17.6—23 5X 


* JESOER BUR AE RURCNN DR HUE DEAE ELE EASA TEENS 

真菌 的 线粒体 基因 组 大 小 在 17.6115 kb zl] 88 X 8843-8 3 ER 基因 组 的 大 小 主 
要 由 基因 间隔 的 长 度 ,内 会 子 及 重复 序列 等 决定 。 随 着 基因 组 变 小 ,这 上 儿 种 非 编 码 序 列 ， 
特别 是 内 含 子 也 减少 。 但 即使 在 最 小 的 基因 组 中 ,也 有 个 别 基 因 具 有 内 含 子 。 

概括 起 来 ,多 细胞 动物 和 高 等 植物 线 粒 休 基 因 组 的 差异 与 类 核 基 因 组 和 核 基因 组 的 
显著 差别 类 似 。 它们 代表 了 线粒体 基因 组 在 大 小 、 结 构 上 的 两 种 形式 。 因此 也 可 以 把 它 
们 称 为 (线粒体 )“ 小 基因 组 "型 (动物 型 ) 和 (线粒体 )“ 大 基因 组 "型 (植物 型 )。 “小 基因 组 ” 
型 以 线粒体 基因 组 细小 .致密 ,基本 上 不 含 非 编 码 序列 (重复 序列 、 内 含 子 ) 为 特点 ;“ 大 基 
因 组 "型 则 以 线粒体 基因 组 觉得 较 大 , 合 有 很 多 非 编码 序列 为 特点 至 于 原生 动物 、 藻 类 
和 真 历 的 线粒体 基因 组 ,一般 来 说 ,基因 组 较 小 的 偏向 子 动物 型 ;基因 组 较 大 的 则 偏向 于 
植物 型 。 


2. 线粒体 基因 组 的 进化 


线粒体 基因 组 也 是 从 原始 基因 组 进化 而 来 的 ,但 从 原始 基因 组 进化 成 线粒体 基因 组 
需要 经 历 一 个 内 共生 过 程 。 已 进 人 内 共生 状态 的 线粒体 祖先 的 基因 组 在 进化 过 程 中 ,一 
方面 把 相当 部 分 的 基因 转移 到 核 中 (同时 也 接受 一 些 来 自 核 \ 其 他 细胞 器 的 DNA HBE), 
男 一 方面 就 沿 着 小 基因 组 方向 与 大 基因 组 方向 两 种 途径 发 展 。 
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进化 途 逢 是 基于 进化 可 能 性 的 ， 丰 潮 化 过 程 中 .对 生命 始终 存在 桨 效率 方面 的 选择 
压力 .如果 洪 有 其 他 限制 ; 尘 物 对 这 种 洗 样 时 丹 就 可 有 丙种 应 答 上 方式; 或 者 变 得 有 更 高 效 
EE DR SERE ,使 这 种 选择 压力 得 以 加 强 , 从 而 德 向 高 效率 的 进化 成 为 一 种 趋向 ;或 者 变 得 
更 复 亲 .更 具 多 功能 ,从 而 减少 了 效率 方面 的 选择 压力 ,使 进化 可 以 继续 向 复杂 性 和 多 功 
能 方面 发 展 。 这 样 ,基因 组 大 小 的 进化 可 能 性 就 成 为 两 种 进化 途径 :或 者 向 高 效 的 “小 基 
因 组 发 展 ,或 者 向 复杂 的 “大 基因 组 "发 展 . 如 果 效 率 选择 压力 对 不 同 的 生物 原本 就 有 差 
异 , 旭 同 样 会 造成 相似 的 进化 结果 。 因 此 ,原始 基因 组 车 向 “小 基因 组 * 方 向 进化 ,由 于 效 
率 选 择 奈 力 大 ,而 且 有 空间 太 小 的 约束 ,这 种 进化 使 基因 组 趋向 于 只 含 必需 序列 , 非 必 需 
的 重复 序列 和 内 会 子 在 进化 过 程 中 就 被 玉 扩 了。 车 向 "大 基因 组 ”方向 进化 ,由 于 效率 选 
择 扑 力 小 ,这 种 进化 使 基 困 组 中 的 重复 序列 和 内 含 子 可 以 与 必需 基因 共存 及 发 展 , 并 起 着 
结构 上 与 进化 土 的 作用 ,同时 也 使 基因 组 大 小 的 变化 范围 可 以 很 太 , 这 两 种 进化 趋向 正 是 
各 种 生物 基因 组 共有 的 进化 途径 , 即 分 别 是 “小 基因 组 "和 “大 基因 组 "途径 。“ 小 基因 组 ” 
进化 途径 以 丢失 ,残留 重复 序列 和 内 合子 为 特点 ,包括 类 核 基因 组 .动物 型 线粒体 基因 组 
以 及 大 部 分 蔬 类 和 高 等 植物 的 叶绿体 基因 组 的 进化 ;“ 大 基因 组 "进化 途径 以 保留 发展 重 
复 序列 和 内 含 子 为 特点 ,包括 核 基因 组 ,植物 型 线粒体 基因 组 的 进化 。 这 样 ,通过 这 两 种 
进化 途径 就 把 现代 三 种 基因 组 的 结构 特点 的 产生 予以 说 明 , 并 把 它们 的 进化 统一 .起 来 了 
(GR 14- 3), 


14-3 3 种 基因 组 的 结构 共同 点 及 共有 的 两 种 进化 途径 


基因 组 进化 “PRAH ie “大 基因 组 "途径 
核 ( 类 核 } 基 因 组 线粒体 基因组 谅 核 生物 司 生 动物 、 具 较 小 线粒体 基因 ARER AED EARD 
Sto RE BUE MI XEBNETLAS (9 RC t y 
Brig Hc RETR 8p 大 部 分 莹 类 和 高 等 植物 VA $E SUR PG 


JURO RRI TROER 在 局 OMGREII ADR DE BILE E 在 同 -- 基 因 组 中 属 大 型 ,基因 排列 
Wo ”重复 序列 和 内 含 子 在 进化 这 程 中 分 散 。 在 进化 过 程 中 保留 并 发 展 电 
更 代 ( 核 EREE AHR EAA 丢失, 因此 ,不 售 或 较 少 会 这 些 成 分 复 序列 和 内 含 子 


m ALL 


既然 原始 的 核 (类 核 ) 基 因 组 .线粒体 基因 组 和 叶绿体 基因 组 都 有 内 含 子 , 那 么 在 这 二 
种 基因 组 的 "小 基因 组 "进化 途径 中 ,应 该 都 存在 着 去 除 这 些 成 分 的 机 制 。 实际 上 ,内 含 子 
在 菜 一 基 央 内 存在 与 否 具 随意 性 ,DNA 剪接 可 道 过 整合 酶 健 化 的 逆反 应 而 实现 。 这 些 事 
实说 明 这 种 机 制 在 进化 中 是 存在 的 , 它 包 括 剪 接 , 反 转 录 ` 基 因 转 换 等 。 


-.RO m 


JB DRE VI AEDIHES REIS H5. UT VAR HG MCI AE AEH c INED AIT ER — 
PERRA —EBUHGRTE ECSEUSHELOR BO | IE DAR IO EL CRT UE E BEA ELE EE B LU 而 
FLULBE SERES FUA 26 B er P REL 00 A 35 7E HG MR EHE, ERFIN AAT. H 
(类 核 )、 基 因 组 ,细胞 器 基因 组 的 起 源 和 进化 可 以 通过 一 个 总 的 进化 模式 说 明 。 生物 基因 
组 在 进化 过 程 中 ,处 于 一 种 动态 ,革新 .发展 的 变化 状态 ,小 基因 组 型 的 常常 把 原始 的 成 分 
“丢失 "了 ,相反 ,大 基因 组 型 由 于 在 空间 上 所 受 的 限制 或 选择 压力 较 小 :原始 的 成 分 常常 
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能 在 --- 定 稳 度 上 保留 下 来 。 因 此 ,一 般 来 说 ,对 于 同一 基因 组 ,如 果 越 大 ,其 就 可 能 保 究 更 
多 原始 基因组 的 遗迹 。 认 识 这 一 点 ,对 于 研究 基因 组 的 起 源 和 进化 是 很 有 意义 的 ( 见 图 
14 6). 


序 州 相同 ,可 自我 所 制 的 原 妨 牛 物 大 分 了 了 〈 生命 起 源 》 


重复 齐 列 组成 的 最 原 娩 的 “ 基 困 ” 和 “基因 组 ” 


Hk CIPRO. 基 岂 组 — e æ e 


小 
EA X* 
EE ps 
t HI PR 
途 HŽ 组 
t PES x 
fé 


ER EHEH > 版 核 生 物 基 | 轩 组 。” ”后生 动物 。 ”高 等 植物 
线粒体 基因 组 等 线粒体 基因 组 等 


H14-6 Hs AREH  HR (D x) e ER SE PLI NA ACE £t 9 UR 


第 五 节 分 F 进 qe 
一 、 血 红 蛋 自 的 分 子 进化 


1963 年 著名 的 生化 学 家 Ingram 就 开始 对 血红 蛋白 的 氨基 酸 排列 序列 进行 了 探讨 。 
随后 的 研究 大 大 地 加 深 了 人 们 对 这 类 球 蛋 白 分 子 进化 的 认识 。 

大 部 分 将 椎 动物 包括 人 在 内 ,它们 的 血红 蛋白 是 由 4 条 多 肽 链 组 成 的 ,是 一 种 四 聚 体 
ttetramer)。 这 4 条 多 肽 钾 中 有 两 条 是 内 容 一 样 的 a 链 ,含有 141 个 氨基 酸 ;有 了 两 条 也 是 
内 容 一 样 的 B 链 ,含有 146 个 氨基 酸 。 这 种 血红 蛋白 大 重地 存在 于 出 世 后 的 人 体 中 ,经 党 
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写作 :om 户 
每 条 儿 肽 链 的 内 部 各 售 有 血红 泰 的 分 子 . 由 它 来 运送 或 贮存 氧气 。 血 红 素 是 含 铁 的 


小 啉 化 合 物 。 
人 类 从 胚胎 开始 出 现 血 红 蛋 白 起 到 成 人 ,所 含有 的 血红 蛋 犁 不 止 一 种 ,而 是 至 少 有 以 
下 的 类 型 : 


Hh-A CHEIE tip £T S EI of 

Hb-F( F JL LET 2R H as ys 

Hb-A2( 成 它 中 少量 的 血红 蛋白 )ozp 

Hb-E(CBER& ffl £T 2& A Joze: 

We A ML £L S E13 LL RSBR UL Hon E rh R8 JL ic £T RESTER RB ILI er A HERE 
儿 出 生 后 就 逐渐 消失 ,被 Hb-A PARE. HbA Halo A di eT EE E RD RES 

在 一 些 植物 .无 背 推 动物 及 无 癸 类 着 椎 动物 中 ,运送 和 贮存 氧气 的 妹 蛋 白 只 有 一 种 。 
这 就 是 肌 红 蛋白 myoglobin)。 在 绝 大 部 分 着 椎 动物 中 , 则 有 两 类 球 蛋 白 , 即 肌 红 蛋 白 和 
血红 党 白 。 肌 和 红 和 蛋白 存在 于 肌肉 中 ,使 肌 移 皇上 暗 红色 。 血 红 和 蛋白 册 存 在 于 血液 中 。 

据 分 析 , 肌 红 蛋 白 基 单 链 结构 。 这 一 条 链 内 的 所 基 酸 种 类 及 排列 序列 和 wm SER (E 
相似 之 处 。 这 里 示 着 这 两 条 多 肽 链 有 同 源 性 。 现 在 ,已 知 它们 分 别 由 不 同 的 基因 所 控制 ， 
这 上 暗 水 普 这 两 个 基因 (它们 是 不 同 染 色 体 上 的 不 同位 点 ) 同 源 , 即 它 们 有 共同 的 祖先 。 

B 链 与 a 链 的 内 容 很 相似 。 这 暗示 着 它们 有 共同 的 起 源 。 不 言 而 喻 ,有 关 的 不 同 基 
因 之 曾 岂 有 共同 的 祖先 。 

Y 链 ,8 链 和 8 链 的 内 容 与 8 链 很 相似 ,例如 人 的 B 链 与 y 链 有 39 个 氨基 酸 的 差异 ,而 
B 链 与 8 链 只 有 10 4 CENE 025589 

ERNE, a EL GELD EE y 链 等 都 各 有 自己 的 基因 。 昂 然 ,这 些 基 因 彼 此 有 较 相 近 
的 亲缘 关系 。 

奢 么 , 肌 红 和 蛋 户 和 血红 蛋白 的 基因 是 如 何 起 源 的 呢 ? 

现在 认为 ,基因 起 源 的 一 个 重要 途径 就 是 通过 有 关 基 因 或 染色 体 片段 的 重复 和 分 化 。 

已 经 知道 ,重复 和 缺少 是 染色 体 突 变相 互联 系 的 两 种 类 型 。 在 减 数 分 裂 中 , 同 源 染 色 
体 在 前 期 中 要 配对 ,随后 彼此 分 环 。 在 分 开 过 程 中 ,就 经 常 发 生 互 换 。 在 互 搞 中 ,就 可 能 
出 现 某 些 差错 ,出 现 了 重复 和 缺少 ; 即 -- 条 染色 体 多 了 一 段 DNA( 或 多 了 一 个 或 几 个 大 
因 ) , 另 一 条 染色 体 则 少 了 一段 DNA GR - -个 或 几 个 基因 ) ,以 后 ,经 过 另 一 世代 或 若 
干 世代 的 生殖 作用 ,重复 基因 就 可 以 成 为 ,44。 这 些 基因 有 同样 的 功能 。 

其 中 一 个 A .如 果 发 生 突变 ,就 可 能 改变 原来 突变 基因 的 功能 ,使 基因 AB, VE 
RAAB 。 这 就 是 基因 通过 突变 而 发 生 分 化 。 以 打通 过 易 位 ,可 以 使 基因 A RISEIN B 
分 别 分 布 在 不 同 的 染色 体 上 。 这 样 ,基因 的 多 样 性 就 实现 了 。 由 一 个 基因 就 产生 出 若干 
个 基因 了 。 肌 红 和 蛋白 基 因 和 血红 蛋白 基因 大抵 就 是 这 样 来 的 。 

这 可 能 发 生 在 什么 时 代 呢 ? 

运送 氧气 的 球 蛋 白 来 自 某 个 原始 基因 。 这 个 基因 大 抵 出 现在 6 亿 年 前 。 那 时 多 细胞 
动物 已 经 出 更 了 。 这 是 现在 所 知道 的 肌 红 蛋白 基因 的 祖先 。 

大 约 在 4 亿 年 前 或 更 早 些 ,由 于 基因 的 重复 和 以 后 发 后 的 突变 ,就 出 现 了 原始 的 血红 
熏 由 基因 。 这 大 概 是 链 的 基因 。 原始 的 血红 蛋白 可 能 像 肌 红 蛋白 那样 是 单 链 的 ,以 后 才 
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出 现 了 双 链 结构 ,如 ww, 以 后 才 有 四 柴 体 如 aos。 这 改进 了 血红 蛋白 的 功能 。 
到了 商 栖 类 ,血红 蛋白 都 成 为 oh 的 类 型 了 。 
fT 83,25, 2F HL BUT B JL LE EI Hb-F, 即 ono KERDEM, 
到 了 了 莉 类 和 人 类 , 才 出 现 了 op。 


二 、 细胞 色素 ¢ 的 进化 


细胞 色素 c(cytochrome c) 是 一 - 
种 有 关 呼 吸 作用 的 蛋白 质 。 它 一 般 
含有 104 个 氨基 酸 。 它 存在 于 有 上 氧 
呼吸 的 原核 生物 和 真 核 生物 的 细胞 
质 中 。 它 最 早 可 能 出 现在 某 些 真 核 
生物 里 , 距 今 约 13 亿 年 前 或 更 早 
些 。 也 可 能 在 某 些 好 氧 的 原核 生物 
里 就 有 它 了 。 


ERER, ES taag” 


有 不 同 的 功能 。 前 者 在 于 传递 电 
于 ,后 者 在 于 运送 和 贮存 氢气 。 它 


a 


25 


20 


RRYME RAR RIERREN" 


进行 。 

细胞 色素 c 在 所 有 有 和 氧 呼 吸 的 
生物 中 ,都 是 与 细胞 色素 酶 相互 作 
用 ,而 进行 工作 的 。 在 不 同 物种 的 
生物 中 ,它们 的 绍 胞 色素 c 的 氨基 
酸 大 抵 有 一 半 蚌 相同 的 。 这 暗示 着 
这 些 生 物 的 细胞 色素 c 彼此 同 源 。 
它们 有 共 向 的 起 源 。 在 进化 中 , 细 
胞 色素 e 中 的 许多 氨基 酸 出 现 了 差 
漠 , 这 显然 是 由 基因 突变 所 引起 的 。 
但 是 这 些 突 变 并 未 影响 细胞 色素 c 
的 正常 功能 。 


F f 大 HRA 
BN MEE at E aiat Tolok 


链 
SA mie 
"B oZ f i 


图 14-7 根据 不 同 物种 细 跑 色素 氨基 本 序列 的 差异 
描 给 的 系统 树 


例如 ,已 经 确定 了 约 30 种 不 同 物种 的 细胞 色素 c 的 氨基 酸 序列 。 在 每 种 蛋白 质 100 
个 左右 的 氨基 酸 序 列 中 , 约 有 30 个 位 置 似乎 是 不 变 的 ,其 余 则 有 程度 不 一 的 氨基 酸 取 代 。 
可 以 假定 ,这 些 氨基 酸 的 差异 是 由 进化 过 程 中 单 碱 基 突变 引起 的 ,通过 每 - -对 蛋白 质 之 间 
的 氨基 酸 卷 异 的 比较 ,有 可 能 估计 出 从 其 最 近 的 共同 祖先 分 化 时 所 需 的 最 低 突 变数 因 
而 ,可 根据 这 些 资料 描绘 出 最 可 信 的 系统 树 ( 图 14 -7)。 这 样 得 到 的 系统 树 ,与 传统 的 利 
用 形态 学 和 其 他 分 类 标准 得 到 的 系统 关系 非常 接近 。 由 于 在 这 种 情况 下 ,系统 树 完全 是 
从 一 条 多 肽 链 的 氨基 酸 序列 推断 出 来 的 , 故 可 用 来 表示 一 个 基因 的 进化 。 

图 上 的 数字 是 一 种 细胞 色素 的 基因 变 为 另 一 种 细胞 色素 基因 时 ,所 需 改变 的 核 昔 本 
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的 最 小 估计 和 值 、 某 些 不 同 生 物 的 细胞 名 素 ,其 所 合 氨 基 酸 差异 的 数量 如 表 14 - 4 Bom. 
表 14-4 不 同 生 物 与 人 的 细胞 色素 成 分 差异 的 比较 


物 种 与 人 的 不 同 的 鼻 基 琶 数 
RER 0 
Kom l 
家 OA ? 
9 oH 10 
a 10 
HEU 10 
A 1! 
ye lL 
B 12 
E 13 
Wi E ee 14 
fü 15 
Ei t 21 
€ fs 23 
x E: 25 
a 3i 
小 A 35 
£reg ma 43 
ES i 戎 44 
CC 


AÈ 14 -4 可 以 知道 ,人 和 黑猩猩 的 细胞 色素 c 所 含 的 氨基 琶 完 全 相同 。 TAMS 
多 的 细胞 色素 < 只 有 -个 氨基 酸 的 差异 。 随 着 亲缘 关系 的 荡 离 ,氨基 酸 差 异 的 数量 大 抵 
表现 了 -… 定 的 相关 。 例 如 ,人 和 家 免 的 细胞 色素 c 有 9 个 氨基 酸 的 差异 ,人 和 怨 有 15 个 
握 基 酸 的 差异 ,人 和 小 麦 有 35 个 氨基 酸 的 差异 .人 和 了 醇 母 戎 有 44 个 氨基 酸 的 差异 。 

上 述 的 相间 和 相 异 ,不 能 归于 侦 然 。 有 理由 认为 这 是 向 一 基因 突变 的 产物 。 

需要 指出 的 是 :上 述 的 基因 突变 所 引起 的 细胞 色素 e 中 氨基 酸 的 差异 ,并 不 影响 (或 
不 显著 影响 细胞 色素 的 功能 。 这 些 突变 大 抵 属 于 中 性 突变 。 这 是 中 性 进化 理论 的 根 
据 之 一 。 


三 、 催 乳 激素 的 进化 


催乳 激素 (prolactin) 是 另 一 种 蛋白 质 , 由 脑 重 体 的 细胞 所 产生 ,也 是 基因 的 产物 。 

这 种 激素 在 不 同 的 着 椎 动物 中 ,在 成 分 上 有- - 些 差异 ,在 功能 上 则 差异 很 大 。 例 如 ， 
催乳 激素 在 哺乳 类 中 ,只 在 让 性 个 体 (母体 ) 产 生 婴 几时 才 产 生出 来 。 它 能 种 进 乳 汁 的 分 
滋 。 在 其 他 疹 椎 动物 中 也 有 类 似 的 蛋白 质 ,但 是 功能 彼此 很 不 相同 。 例如 ,在 某 些 鸟 类 
中 ,这 种 激素 能 促使 鸟 去 抱 孵 ,使 卵 能 在 水 里 得 到 受精 。 这 种 激素 的 多 样 性 是 怎样 来 的 
呢 ? 一 个 合理 的 解释 是 有 关 的 基因 在 消 权 动物 的 进化 中 ,发 生 了 若干 突变 ,成 为 不 司 基 
因 , 并 改变 了 功能 ,以 适应 不 同 的 需要 。 


Vj. 核糖 体 rRNA 的 分 子 进化 


核糖 体 是 由 rRNA 和 和 蛋白质 所 组 成 的 。 不 同 生 物 中 的 IRNA 成 分 是 由 rDNA 决定 
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的 。 分 析 不 同 生物 的 rRNA 成 分 ,就 可 以 推测 染色 体 中 rDNA 基因 的 变化 情况 。 

RNA 的 成 分 可 以 从 分 析 所 含 碱 基 (A、C.G.U) 的 比例 知道 。 由 于 A 与 可 互补 ,它们 
的 量 是 一 致 的 。C 与 扣 下 补 ,它们 的 量 也 是 一 致 的 。 从 G+CXAA+U 的 比例 变化 情况 ,可 
以 推 知 不 同 生物 之 间 的 亲缘 关系 。 

分 析 6 种 单 细胞 生物 的 GCAAU 的 比例 ,彼此 各 不 相同 。 其 中 眼 虫 的 GCAAU 比例 与 
海绵 的 GC/AU 比较 相近 。 这 与 一 般 的 进化 观点 一 致 。 一 般 认为 ,多 细胞 动物 是 从 了 眼 忠 
这 类 原生 动物 进化 而 来 的 ,而 海绵 是 包 细 胞 动物 中 最 低级 的 类 型 

值得 注意 的 是 还 有 GC/AU 的 比例 分 两 支 变 化 :从 低级 软体 动物 出 发 为 一 支 ,向 高 
级 软体 动物 方向 发 展 ; 另 一 支 则 从 惑 皮 动 物 出 发 ,向 消 椎 动物 方向 发 展 。 

GC/AU 的 比例 朝 两 个 不 同方 向 发 展 ,这 不 是 侦 然 的 。 现 代 动 物 学 一 般 认为 棘皮 动 
物 和 等 椎 动物 有 上 比较 密切 的 亲 绿 关 系 ,它们 有 共 间 的 祖先 。 这 个 原始 祖先 在 进化 中 很 早 
就 与 软体 动物 分 道 扬 镶 地 进化 了 。 这 暗示 着 动物 的 进化 也 反映 在 rRNA 的 分 子 上 。 这 看 
来 是 一 个 合理 的 解释 。 

分 析 细 菌 、 单 胞 泌 、 真 菌 和 高 等 植物 的 RNA 中 的 GC/AAU 比例 ,也 可 以 看 到 相似 的 
情况 。 这 些 生 物 的 亲缘 关系 也 记载 在 它们 的 rRNA 分 子 之 中 。 

这 些 材料 瞳 示 rDNA 基因 的 进化 。 


第 六 节 ”群体 遗传 与 进化 "45~46] 


自 达 尔 文 的 (物种 起 源 ) 出 版 以 来 ,物种 的 形成 与 进化 研究 一 直 成 为 生物 学 界 关注 的 
中 心 问题 。 美 国 遗 传 学 家 Dobzhansky 于 1941 年 发 表 的 《遗传 学 与 物种 起 源 》, 美 国生 物 
学 家 Mayer 于 1942 年 发 表 的 《系统 学 和 物种 起 源 》, 英 国 Simpson 于 1944 年 发 表 的 《进化 
速度 方式 和 进化 的 意义 》, 美 国 植物 学 家 Stebbins 于 1957 年 发 表 的 (植物 的 变异 和 进化 》 
等 等 是 60 年 代 以 前 生物 系统 学 和 细胞 遗传 学 对 物种 问题 研究 的 总 结 。 他 们 的 研究 已 经 
证 明 动 植物 分 类 学 家 的 发 现 与 遗传 学 家 有 关 进 化 机 制 的 学 说 是 一 致 的 。 依据 这 一 时 期 系 
统 分 类 学 .细胞 己 传 学 和 生态 学 的 研究 综合 ,生物 学 家 提出 了 一 套 物 种 形成 和 进化 的 综合 
理论 : 即 种 群 是 生物 进化 的 基本 单位 ,进化 机 制 的 研究 是 属 群 体 遗 传 学 的 范围 。 RA 
择 、 隔 离 是 物种 形成 及 生物 进化 过 程 中 的 三 个 基本 环节 。 这 一 理论 对 半 个 多 世纪 以 来 的 
生物 学 理论 和 实践 产生 了 重大 的 影响 ,特别 是 对 物种 形成 的 著 干 理论 的 一 系列 新 发 现 对 
创 斗 新 类 型 生物 的 技术 和 方法 上 的 突破 ,使 生物 学 在 各 个 领域 都 取得 了 划时代 的 研究 进 
展 。 

有 生命 物质 最 明显 的 单位 是 个 体 ,但 在 进化 中 重要 的 单位 不 是 个 体 而 是 群体 。 群体 
是 许多 个 体 的 集合 体 ,它们 是 由 交配 和 亲子 系 连 续 起 来 的 ， 换 句 话说 ,群体 是 同一 物种 著 
干 个 体 的 共同 体 。 群体 的 遗传 组 成 可 以 代 代 改变 一 发 展 ,它们 的 不 断 改变 体现 着 生物 
过 化 的 可 能 ,因为 群体 是 一 个 变异 库 ( 基 因 库 ) ,把 群体 (物种 ) 作 为 一 个 整体 单位 ,看 成 是 
一 个 进化 着 的 “个 体 ”, 所 以 生物 进化 意味 着 有 机 种 群 的 多 样 性 和 适应 性 不 变化 ,这 种 变化 
是 逐 淅 的 ,连续 的 通常 带 有 定向 的 股 分 。 群体 遗传 学 的 发 展 为 进化 的 深入 研究 提供 了 理 
论 依据 和 定时 分 析 的 手段 。 


L 拉 马 克 的 进化 观点 


比较 完整 的 进化 学 说 最 早 是 在 1809 年 ,由 法 国 博物 学 家 和 哲学 家 拉 马 克 (jeah Bap- 
tista Lamarck 1744 一 1829) 握 出 来 的 。 他 认为 生物 的 征 (species) 不 是 恒定 不 变 的 类 嵌 , 而 
是 由 以 前 存在 的 种 衍生 而 来 的 ,他 首次 提出 了 物种 可 变 的 观点 。 他 集中 研究 了 千 物 长 时 
疝 的 变化 过 程 ,为 了 解释 这 种 进化 的 过 程 , 他 提出 :有 机 体内 其 有 趋向 于 完善 的 能 力 ; 有 变 
得 适应 于 环境 的 能 力 和 获得 性 遗传 能 力 等 。 他 认为 环境 的 改变 是 物种 变化 的 原因 。 最 明 
显 的 例子 就 是 长 颈 订 发 展 进化 ,最 早 得 头颈 的 祖先 在 食物 缺乏 的 环境 里 ,必须 伸 长 头 颖 来 
吃 高 树 上 的 树叶 子 , 因 此 头颈 长 得 要 长 一 些 , 这 个 变化 传 给 了 后 代 。 由 于 环境 里 仍然 食物 
贫乏 ,同样 需要 伟 长 勃 绒 才能 吃 到 高 树 上 的 叶子 ,又 使 子 代 的 头颈 长 得 长 一 些 ,这 样 一 代 
一 代 下 去 ,长 头 绕 的 特性 继续 加 强 并 遗传 下 来 ,终于 成 为 现代 的 长 颈 鹿 。 

拉 马 克 的 进化 学 说 虽然 推翻 了 物种 不 变 论 , 建 立 了 生物 学 的 历史 观点 ,他 的 学 说 看 来 
也 很 容易 说 明生 物 的 进化 现象 ,但 是 得 不 到 科学 实验 的 支持 。 

使 拉 马 克 想 到 进化 的 许多 事实 和 观察 ,也 引起 了 18 和 19 世纪 其 他 博物 学 家 的 注音。 
但 莱 拉 马克 对 进化 过 程 的 解释 太一 般 化 了 , 令 人 难以 信服 。 一 切 都 太 容 易 了 ,以 蚤 不 能 定 
称 环境 改变 创造 了 进化 的 改变 ,但 是 这 个 过 程 究竟 是 怎样 的 呢 ? 这 种 前 提 如 何 去 进 行 实 
验 ? 正 是 查理 士 ' 达 尔 文 (Charles Darwin) 提 人 殿 了 管 案 。 


2. 达尔 文 的 进化 学 说 


达尔 文 (1809 一 1882) 从 1831 年 开始 ,以 博物 学 家 的 身份 参加 了 "* 贝 格 尔 " 号 5 年 环球 
航行 ,他 观察 到 生物 学 的 多 种 现象 ,获得 了 丰富 的 考察 资料 ,并 做 过 了 大 量 的 实验 ,经 过 他 
反复 思考 和 分 析 , 形 成 了 卓越 的 进化 理论 ,这些 理论 集中 发 表 在 他 的 《物种 起 源 》 一 书 中 。 
达尔 文 进 化 学 说 继 重 和 发 展 了 拉 马 克 进 化 思想 ,他 接受 了 拉 马 克 的 物种 可 变 论 ,他 认为 进 
化 是 边 渐 的 和 连续 的 。 此 外 ,达尔 文 还 提出 了 新 的 观点 , 即 共同 祖先 和 自然 选择 的 学 说 。 
达尔 文 认为 进化 性 变化 ,并 非 控 马克 式 的 神奇 动力 所 导致 的 结果 ,也 不 是 简单 的 偶然 事 
TF ,硬是 选择 的 结果 。 自 然 选择 学 说 被 认为 是 达尔 文 进 化 论 的 核心 。 继 《物种 起 源 9 出 版 
后 ,1866 年 又 发 表 了 《动物 和 植物 在 家 养 下 的 变异 ) 一 书 ,1876 年 又 出 版 了 《植物 异 花 受 粉 
和 自 花 受 粉 的 效果 /等 著作 ,进一步 充实 了 生物 进化 的 理论 。 

随 着 科学 的 发 展 ,特别 是 遗传 学 的 建立 ,对 达尔 文 进化 学 说 进行 了 充实 和 科学 论证 ， 
现在 我 们 将 要 介绍 的 达尔 文 进化 学 说 已 是 由 许多 学 者 根据 桨 色 体 学 说 .群体 泪 传 学 .物种 
生物 学 概论 和 古生物 学 等 所 提出 的 现代 新 达尔 文 主义 的 观点 。 

(1) 物 种 在 不 断 演变 ,他 们 都 起 始 于 共同 的 祖先 地 球 上 现存 的 物种 , 虽 千 差 万 别 ， 
但 都 是 过 去 生存 的 物种 的 后 代 , 都 渊源 于 同一 祖先 。 这 种 概念 是 很 重要 的 ,只 有 起 源 于 共 
同 的 祖先 ,才能 使 生物 界 成 为 历史 连续 的 统一 整体 ,进化 论 才 能 建立 在 科学 的 基础 上 。 E 
年 来 共同 祖先 作为 阐明 进化 事实 的 基本 概念 ,经 过 辩论 终于 得 到 了 公认 。 现代 遗传 学 前 
发 展 ,证 明 一 切 生物 (从 病毒 到 人 类 ) ,都 使 用 共同 的 遗传 密码 ,这 是 在 分 子 水 平 上 所 出 的 
新 的 证 据 。 
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(2) 自 然 选择 自然 选择 是 达尔 文理 论 的 重心 。 在 这 个 理论 中 “ 适 者 生存 .不 适 者 
淘 汐 "是 进化 现象 的 驱动 力 。 究 竟 自 然 选 择 的 单位 是 群体 、 物 种. 个体、 细 胸 .还 是 基因 ? 
1976 年 英国 的 R. Dawkins 认为 “自然 选择 以 基因 而 非 个 体 为 单位 ”, 并 称 基因 是 自私 的 ， 
国 为 它 对 于 生物 个 体 作 页 献 纯 然 是 在 长 远 上 对 自己 的 有 利 的 行为 。 基 因 本 身 在 生物 个 体 
之 外 是 没有 生存 价值 的 ,一 个 好 的 基因 能 使 它们 在 以 个 体 繁衍 , 它 自 己 的 繁 卫 依 天 于 个 体 
的 成 败 。 

自 秘 基因 :Dawkins 虽然 是 第 一 个 把 “自私 基因 ”这 个 用 词 推广 到 一 般 用 语 里 ,但 它们 
滔 括 的 基因 不 见得 是 自私 的 。 责 .FF, Doolittle 及 C. Sapienze 给 自私 基因 注 人 一 个 新 的 注 
F AARRE TERN ,唯一 功能 是 在 个 体 的 基因 组 内 自我 保存 及 繁殖 的 基因 ”, 换 句 
话说 ,自私 基因 没有 帮助 个 体 的 生存 但 是 能 够 比 基 因 组 里 其 他 基因 复制 得 更 快 。 例 如 转 
座 元 件 (transposable element) ,简称 TE. TE 是 散在 于 基因 组 里 的 小 段 DNA, 这 些 DNA 
是 可 以 在 基因 组 里 “转换 位 置 " 的 基因 。TE 可 以 说 是 “寄生 基因 "”, 寡 生 于 基因 组 里 面 ,个 
尔 它 们 会 转 座 。 它 们 通过 两 种 办 法 繁 向 增殖 ; 跟 宿 主 的 复制 而 繁殖 ;在 宿主 的 基因 组 内 繁 
殖 , 即 使 宿主 本 身 并 不 复制 。 这 第 二 个 办 法 是 自 秘 基 因 有 别 于 其 他 基因 的 地 方 ,它们 的 数 
基 可 以 在 宿主 的 基因 组 里 迅速 增长 。 

起 自 秘 基 因 : 上 述 的 自私 基因 虽然 对 于 个 体 的 适应 值 没有 一 点 帮助 ,但 大致 也 没有 什 
么 大 害 。 一 个 成 功 的 寄生 虫 是 不 会 毁灭 它 的 宿主 的 ,也 不 会 使 宿主 拖累 得 无 法 为 它 提供 
一 个 寄生 处 所 。 但 还 有 另 一 类 特别 自私 的 自私 基因 ,它们 是 靠 破 坏 基因 组 里 其 他 基因 而 
从 中 效益 的 。Hammer 于 1990 年 称 这 类 型 基因 为 “ 超 自 私 基 因 ”， 

这 里 仅 举 一 个 超 自 秘 基因 的 例子 , 即 在 Nasonis RR Ee H9 " 50 38 PE EG" (paternal 
exratio) 染 色 体 ,简称 Psr。Werren 称 Psr 为 “最 狠毒 的 自 秘 基因 ", 它 把 同一 基因 组 里 所 
有 的 基因 全 部 消除 掉 。 我 们 先 了 解 黄蜂 及 很 多 膜 翅 类 昆虫 的 尝 歼 方法。 在 这 些 昆 虫 里 ， 
如 果 卵 子 经 过 受精 ,那么 子 代 产生 出 来 是 肉 性 的 ,而 没有 受精 的 卵子 产生 的 是 雄性 子 代 。 
所 以 肉 性 昆虫 在 这 一 目 里 是 双 倍 体 ,就 如 同人 一 样 ;而 雄性 体 是 单 倍 体 ,就 如 同 卵巢 里 的 
卵子 一 般 。Psr 是 一 个 很 特别 的 B Hefe, Per 在 雄性 生殖 细胞 单 发 挥 它 的 特别 功能 ,于 
是 我 们 可 以 假定 它 仅 能 在 雄性 体内 发 挥 作用 。Psr 在 下 一 代 里 非得 进 人 雄性 体 不 可 , 因 
为 Per 只 由 精子 携带 而 受精 的 卵子 只 发 育成 雄性 子 代 。 Psr 把 同一 精子 里 其 他 染色 林 全 
部 破坏 ,所 以 卵子 虽然 受 了 精 , 受 精 旷 居然 是 单 倍 体 。 Psr 就 可 以 在 这 个 单 倍 体 受 精 卵 里 
继续 发 挥 它 在 雄性 体 里 的 特异 自私 效果 。 所 以 Per 在 每 一 代 都 必须 把 跟 它 共处 一 代 的 所 
有 其 他 染色 体 全 部 消灭 掉 ; 这 些 染 色 体 (其 实 是 染色 体 上 的 基因 ) 提 供 Psr 一 个 黄蜂 个 体 
所 需要 的 所 有 功能 ,Psr 只 是 坐 享 其 成 ,到 头 来 把 这 些 基因 抱 到 “进化 的 垃圾 箱 ” 里 。 

《3) 逐 渐进 化 达尔 文 说 过 ;自然 选择 只 能 通过 积累 轻微 的 .连续 的 ,有 益 的 变异 
而 发 生 作用 ,所 以 不 能 产生 巨大 的 或 突然 的 变化 。 它 只 能 通过 长 而 慢 的 步 又 发 生 作 用 ” 
但 这 种 观点 曾 遭 到 不 少 人 的 反对 , 连 自封 为 “达尔 文 的 斗 厂 "的 赫 硝 黎 也 不 能 接受 高 等 生 
物 和 新 种 的 渐进 起 源 说 。 随 着 科学 的 发 展 和 对 生物 界 更 广泛 深入 的 认识 ,渐变 论 得 到 了 
越 来 越 多 人 的 支持 ,并 认为 它 是 进化 过 程 中 最 常见 的 最 基本 的 形式 。 

又 变 论 之 争 也 一 直 在 持续 着 。 它 也 有 不 少 的 证 据 , 像 异 源 多 售 植物 就 是 通过 远 缘 杂 
交 经 染色 体 加 倍 而 突然 出 现 的 新 物种 。 


最 后 把 达尔 文 的 “通过 自然 选择 的 进化 学 说 "的 要 点 图 解 如 下 : 


群体 繁殖 率 


+ | 有 限 生 活 资 源 | 
生存 竞争 + 


,| 自然 选择 
传 变异 - 十 
i: 


3. 非 达 尔 文 进化 理论 一 一 中 性 学 说 


1968 年 日 本 群体 遗传 学 家 木村 (Kimura) 和 太田 (Ohta) 几 乎 同时 提出 分 子 进 化 中 性 
论 学 说 。 中 性 学 说 又 叫 中 性 突变 随机 漂 变 学 说 。 该 系统 较 阅 满 地 解释 了 生物 大 分 子 进化 
的 两 个 特点 :生物 大 分 子 层次 上 的 进化 改变 不 是 由 自然 选择 作用 于 有 利 突变 而 引起 ,而 是 
在 连续 的 突变 压 之 下 由 选择 中 性 或 非常 接近 中 性 的 突变 的 随机 固定 造成 的 。 美 国 科 学 家 
J. King 和 T. Jukes 发 表 了 “达尔 文 主义 进化 "一 文 , 他 们 支持 木村 的 中 性 学 说 。 这 个 学 说 
是 根据 核酸 蛋白质 中 的 核 苷 酸 , 气 基 酸 的 置换 速率 ,以 及 这 样 的 置换 造成 核酸 .蛋白质 改 
变 并 不 影响 生物 大 分 子 功能 的 事实 ,提出 了 “中 性 突变 "的 概念 。 他 们 认为 进化 是 “中 性 突 
变 "在 自然 群体 随机 的 遗传 尘 变 的 结果 。 这 个 学 说 对 以 自然 选择 为 基础 的 达尔 文 主义 进 
化 论 提 出 了 新 的 挑战 。 

这 个 学 说 的 亦 点 如 下 ; 

(1) 突 变 大 半 是 “中 性 ” ”这 种 突变 不 影响 核酸 、 蛋 白质 的 功能 ,对 个 体 生存 既 没 有 
什么 害处 也 没有 什么 好 处 ,选择 对 它们 没有 作用 。 中 性 突变 如 同 司 义 突变 , 同 功 能 突变 
(看 白质 存在 名 种 类 型 ,如同 工 酶 }, 非 癌 功 性 突变 (没有 功能 的 DNA. 序列 发 生 突变 ,如 高 
度 重复 序列 中 的 核 车 酸 置换 和 基因 间 的 DNA 序列 的 置换 )。 这 种 中 性 突变 由 于 没有 选 
择 的 压力 ,它们 存 基 因 库 里 漂 动 ,通过 随机 遗传 称 到 群体 中 国定 下 来 。 

(2) 分 子 进化 的 主角 是 中 性 突变 而 不 是 有 利 突 变 中 性 突变 率 , 闻 就 是 核 攻 酸 和 氨 
基 酸 的 代 换 率 是 恒定 的 。 细 胞 色素 c 中 氨基 酸 的 代 换 率 在 备 种 生物 中 也 差不多 相同 的 。 
所 以 蛋白 质 的 进化 表现 与 时 间 呈 家 线 关 系 ,可 根据 不 同 物种 同一 蛋白 质 分 子 的 差别 来 估 
计 物种 进化 的 历史 ,推测 生物 的 系统 发 育 。 这 和 化 石 以 及 其 他 来 源 推导 出 的 进化 关系 是 
相符 合 的 。 此 外 还 可 根据 恒定 的 蛋白 质 中 氨基 酸 的 替换 速度 , 对 不 同系 统 发 育 事件 的 实 
际 年 代 作 出 大 致 的 估计 , 即 所 谓 进 化 分 子 钟 (molecular clock); 

(3) 中 性 窒 变 的 进 忆 是 通过 遗传 漂移 来 进行 的 遗传 漂移 使 中 性 突变 在 群体 中 依 
靠 机 会 自由 结合 ,并 在 群体 中 传播 ,从 而 推动 物种 进化 。 所 以 生物 进化 是 偶然 的 ,随机 的 。 

(4) 中 性 突变 分 子 进 化 是 由 分 子 本 身 的 突变 率 来 决定 的 不 是 由 选择 压力 造成 的 ， 
所 以 分 子 进化 与 环境 无 关 。 

中 性 学 说 是 在 研究 分 子 进化 的 基础 上 握 出 来 的 ,用 随机 出 现 的 中 性 罕 变 ,能 很 好 地 说 
明 核 酸 、 蛋 白质 等 大 分 子 的 非 适应 性 的 多 态 性 ,认为 根据 核酸 .蛋白质 分 子 一 级 结构 上 的 
变化 就 可 以 说 明生 物性 状 的 所 有 变异 ,进而 说 明 进 化 原因 。 它 否定 了 自然 选择 在 进 过 程 
中 的 作用 。 

中 性 学 说 在 学 本 界 引起 了 激烈 的 争论 ,主要 的 反对 意见 是 这 种 进化 的 偶然 性 成 分 本 
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大 ,任何 一 个 物种 或 个 体 的 出 现 都 成 了 不 可 预料 的 偶然 事件 ;对 是 否 有 真正 的 “中 性 "突变 
也 也 持 有 不 同 的 看 法 。 总 之 ,这 一 理论 吸引 了 很 多 人 的 注意 ,也 有 许多 检验 这 一 理论 的 实 
验 。 尽 管 目 前 还 有 不 少 争论 问题 ,还 不 能 证 明 它 的 精确 性 ,但 它 已 成 为 分 子 进 化 论 中 的 一 
个 有 活力 的 部 分 。 


二 、 进化 的 机 制 


根据 达尔 文 的 进化 理论 ,生物 进化 的 基本 过 程 是 自然 选择 ,选择 是 在 变异 的 基础 上 进 
行 的 。 自 然 界 的 群体 总 是 受 经 常 发 生 罕 变 和 自然 选择 这 两 个 重要 因素 的 影响 , 正 是 它们 
不 断 地 发 挥 作 用 , 才 促使 群体 的 址 传 组 织 发 生变 化 。 这 种 动态 的 演变 显示 着 进化 的 过 程 。 

进化 的 机 制 包 会 着 遗传 变异 的 产生 和 自然 选择 两 方面 的 综合 作用 ,在 这 种 综合 作用 
的 过 程 中 ,我 们 从 前 面 的 章节 中 已 了 解 了 突变 是 怎样 产生 的 ,也 知道 了 群体 中 得 传 组 成 是 
怎样 变化 的 ,并 能 从 量 上 给 以 估计 。 这 两 方面 已 经 概括 了 进化 发 生 和 发 展 的 机 制 。 为 了 
对 进化 过 程 作 全 面 的 理解 ,在 这 里 补充 说 明 两 个 问题 。 


1. 大 量 和 遗传 变异 的 来 源 


址 传 变异 的 产生 除了 基因 的 结构 发 生 改 变 外 ,还 包括 基因 的 数量 和 组 织 结构 的 改变 。 
由 数 百 个 个 体 组 成 的 群体 ,每 代 可 能 只 有 几 个 突变 ,能 引起 生物 特性 发 生 重大 的 突变 , 往 
往 不 太 可 能 是 有 利 的 。 大 多 数 进化 性 的 改变 似乎 都 是 由 于 较 小 的 突变 的 逐渐 积累 而 出 现 
的 ,这 些 较 小 突变 伴 有 群体 中 个 体 特性 的 缓慢 变化 。 突变 尽管 是 罕见 的 ,但 它 是 遗传 变异 
的 源泉 ,是 在 点 点 滴 消 为 基因 库 增 洽 新 的 等 位 基因 ,这 是 变异 来 源 的 一 个 重要 方面。 

遗传 变异 来 源 的 另 一 个 不 可 忽视 的 方面 就 是 重组 。 基因 由 于 重组 而 产生 新 的 组 会 ， 
在 群体 中 虽然 基因 频率 不 改变 ,但 重组 和 随机 分 配 改 组 了 群体 中 存在 的 基因 ,因而 使 等 位 
基因 的 新 组 合 每 一 代 中 都 受到 选择 。 即使 在 不 增加 帘 变 的 情况 下 , 仅 重 组 就 可 使 群体 在 
许多 世代 内 棒 露 其 隐藏 的 变异 。 重组 能 产生 大 量 的 遗传 多 样 性 ,为 群体 提供 了 对 变化 着 
的 环境 作用 适应 的 能 力 ,大 大 增加 了 进化 的 可 能 性 。 

个 体 的 杂 合 性 是 重组 的 基础 ,因为 杂 合 性 区 器 着 丰富 的 可 重组 性 。 个 体 的 显 性 等 位 
基因 在 大 多 数 基因 座 上 不 是 纯 合 的 ,群体 中 个 体 杂 合 性 越 大 ,在 生殖 细胞 后 代 中 等 位 基因 
可 能 组 合 的 数量 也 越 大 。 例 如 具有 平均 杂 合 性 为 6.7 折 的 人 体 ,假设 有 100 000 个 基因 ， 
则 一 个 人 有 67 000 种 基因 型 是 杂 合 的 ,这 个 个 体 就 能 产生 27%(107) 种 不 同 的 生殖 细胞 。 
其 实 这 么 多 的 生殖 细胞 绝 非 一 个 个 体 所 能 产生 的 ,可 以 说 爹 人 类 一 下 子 也 产生 不 了 。 由 
此 可 见 ,不 会 有 两 个 人 在 遗传 上 是 完全 相间 的 ,这 就 是 人 类 个 性 的 遗传 基础 ， 总 之 ,群体 
中 惊人 的 遗传 变异 量 给 进化 的 发 生 提 供 了 大 量 的 机 会 。 

实验 宣 的 实验 已 证 明 , 和 群体 中 址 传 变 异 的 数量 越 大 ,其 进化 的 速度 也 就 越 快 ， 在 一 次 
实验 中 ,饲养 两 个 果 蜡 群 体 ,使 一 个 群体 最 初 具有 的 遗传 变异 约 为 男 -群体 的 二 倍 。 然后 
在 实验 中 ,让 这 两 个 群体 在 能 促进 迅速 进化 变异 的 条 件 下 (处 于 对 食物 和 生活 空间 紧张 竞 
争 的 状态 下 ) 繁 殖 25 代 。 虽然 丙 个 群体 都 繁殖 起 来 了 ,并 逐渐 变 得 能 较 好 适应 实验 室 环 
资 ,但 是 在 具有 较 多 初始 变异 的 群体 中 ,进化 的 速率 却 高 得 多 。 
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2. 如 何 保持 与 变化 的 环境 相对 应 的 巨大 遗传 变 自 库 


群体 中 储存 善 大 营 的 等 位 基因 ,在 自然 选择 的 作用 下 ,有利 的 等 位 基因 保存 下 来 ,不 
利 的 等 位 基因 被 淘汰 例如 有 “系列 复 等 位 基因 ,由 于 自然 选择 的 结果 ,- :个 等 位 基因 的 
频率 是 舍 辆 特 男 “个 或 几 个 等 位 基因 而 增加 的 ,让 天 这 个 基因 座 戌 为 纯 合 的 。 这 样 ,群体 
号 会 在 自然 选择 的 作用 下 趋向 于 纯 合 ,使 丰富 的 遗传 变异 库 趋 于 单调 。 

选择 对 稳 性 基因 不 利 时 ,它们 总 蚌 在 杂 合体 的 掩护 下 低 和 项 率 地 被 保存 下 来, 直到 环境 
发 生变 化 使 它 成 为 适应 者 为 止 。 在 -- 般 情况 下 , 杂 合 体 具有 优势 ,这 样 往往 使 不 利 基 因 以 
较 高 的 频率 保存 下 来 。 最 为 明显 的 例子 便 是 镰 状 纲 胞 贫血 ,这 种 病 盛行 于 非洲 赤道 和 中 
东 一 带 。 灸 状 细胞 贫血 患者 通常 在 生育 年 龄 以 前 就 死亡 ,应 该 是 引起 这 种 疾病 的 稳 性 基 
E * 越 来 越 少 ,s 基因 的 频率 越 来 越 低 。 但 是 在 非洲 某 些 地 区 ,* 基因 的 频率 高 达 3096 一 
40%。 这 是 因为 具有 然 状 细胞 基因 的 杂 合 体 对 致死 的 疙 疾 具 有 抵抗 力 ,而 正常 的 纯 侣 体 
则 没有 抵抗 力 。 显 然 杂 合 个 体 优 于 两 种 纯 合 体 , 它 既 免 串 镰 状 细胞 贫血 病 , 又 不 伯 沦 疾 的 
侵袭 。 结 果 在 群体 中 杂 合 的 个 体 便 优先 成 活 和 繁殖 , 钴 状 细胞 等 位 基因 便 在 群体 中 以 较 
高 的 频率 保持 着 。 可 见 杂 合 体能 够 积极 保持 多 样 性 而 不 不 选择 的 作用 ,把 对 当时 当地 不 
利 的 基因 淘 沐 掉 。 群 体 的 特点 就 是 杂 合 性 , 录 合 具有 优越 性 , 它 能 适应 较为 广泛 的 环境 系 
件 ,还 可 使 杂 合体 开辟 边缘 生态 环境 。 

在 群体 中 , 选 拌 也 可 能 直接 地 起 保存 复 等 位 基因 的 作用 。 如 果 一 个 物种 的 生活 区 域 
包含 有 几 种 不 同 环境 的 话 ,那么 自然 选择 就 可 使 基因 库 发 生 多 样 化 。 其 途径 是 使 若干 个 
等 位 基因 能 最 好 地 适应 于 不 同 的 小 环境 。 通 过 这 样 的 多 样 化 选择 ,使 某 些 基因 座 上 保持 
复 等 位 基因 ,从 而 保持 了 群体 中 的 多 态 现象 。 

群体 中 保持 复 等 位 基因 还 有 一 种 可 能 的 机 制 ,就 是 频率 相依 选择 , 即 两 个 等 位 基因 的 
适应 性 不 是 恒定 的 ,而 是 随 着 它们 的 频率 而 改变 的 。 如 果 -个 等 位 基因 在 频率 高 时 校 另 
一 个 等 位 基因 不 利 , 那 么 当 其 频率 下 降 到 某 -水 平时 , 它 就 可 获得 有 利 性 ,于 是 这 个 等 位 
基因 的 频率 就 会 在 那个 水 平 上 稳定 下 来 。 


三 、 物 种 的 形成 


在 有 性 繁殖 的 生物 体 中 ,物种 内 是 能 相互 交配 的 ,而 与 另 “物种 的 成 员 风 不 能 煌 交 
配 , 这 就 是 区 别 种 的 标准 。 一 个 种 群 内 的 个 体 之 间 , 在 遗传 上 也 是 千差万别 的 ,但 这 种 种 
内 的 差异 在 遗传 二 是 连续 的 ,它们 之 间 可 以 进行 基因 交换 ,和 而 种 间 的 差异 就 不 同 了 ,种 间 
的 变异 在 表 型 上 和 遗传 上 都 是 不 连续 的 ,它们 之 癌 不 能 交配 ,不 能 交换 基因 ,它们 之 间 有 有 
着 某 种 隔离 机 制 (isolation mechanism) 。 如 果 设 有 隅 离 ,群体 内 任何 个 体 所 发 生 的 突变 ， 
如 果 选 择 上 有 有 利 , 就 会 逐渐 扩散 到 整个 群体 。 不 同 个 体 所 发 生 的 突变 在 群体 中 可 以 进行 
各 种 组 合 , 一 个 群体 始终 保持 一 个 群体 。 如 果 有 隔离 ,就 把 群体 分 成 为 两 个 ， 日 然 选 择 必 
然 对 两 个 群体 独立 地 起 作用 ,一 个 群体 中 所 发 生 的 突变 不 会 扩散 到 另 一 个 群体 ,这 两 个 群 
体 进行 着 彼此 独立 的 进化 。 这 样 就 造成 了 表 型 上 的 不 连续 ， 也 就 成 为 分 类 学 工作 者 们 所 
认为 的 “种 "。 总 之 ,隔离 使 群体 分 化 ,达到 新 种 的 形成 。 

脐 合 子 生 殖 隔 离 有 5 个 主要 类 型 , 
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(1) 生 态 隔离 即 群体 虽 占 居间 一 地 区 ,但 生活 在 不 同 地 区 ,因此 不 能 祖 遇 。 

(2) t iR f 5 即 动 物 的 配偶 和 植物 的 开花 发 生 在 不 同 的 季节 或 一 天 中 的 不 同时 
间 . 

(3) 个 性 生态 隔离 即 树 性 和 雌性 之 间 性 吸引 微弱 或 缺乏 。 

(Ap M RR 即 动物 的 交配 和 补 物 花粉 的 传播 ,由 于 生殖 器 的 形状 或 天 小 不 同 或 
花 器 的 结构 不 同 而 受到 阻碍 。 

(5 配子 不 能 互相 吸引 雄性 动物 的 精子 在 峻 性 生殖 道中 也 可 以 不 成 活 或 者 花粉 
EH EL A. 

后 合子 隔离 机 制 有 3 种 主要 类 型 。 

(1) 厅 种 不 适 即 杂 种 合子 不 能 发 展 或 至 少 不 能 达到 性 成 熟 。 

DRETA 即 杂 种 不 能 产生 有 性 功能 配子 。 

QDATUEIG MADRE EHATE HERE, 

ATARA LEES BOIS BEBE, Er DUET E RETE LOU IS] RICE Fs E CE AE LR 
离 是 怎样 形成 的 问题 。 

物种 形成 一 般 有 两 个 阶段 ,第 一 阶段 要 求 两 个 群体 癌 的 基因 交换 中 断 , 其 方式 通常 是 
地 理 上 的 降 离 。 地 理 上 珊 离 使 它们 不 能 进行 基因 交 钦 ,由 于 各 自 对 当地 环境 条 件 或 生活 
方式 的 适应 ,使 它们 在 遗传 上 发 生 赵 异 。 当 被 隔离 的 群体 在 遗传 上 变 得 更 加 不 同时 ,它们 
之 间 便 可 能 出 现 后 合子 陋 离 机 制 , 因 为 杂种 会 具有 不 协调 的 遗传 组 成 ， 好 致 生存 力 和 可 育 
性 的 减退 。 

物种 形成 的 第 一 阶段 通常 是 一 渐进 的 过 程 ,因此 要 决定 两 个 群体 是 否 进入 物种 形成 
阶段 ,往往 是 困难 的 。 沈 是 ,第 一 联合 体 又 是 可 邀 的, 如果 在 地 理 上 隔离 了 一 段 时 间 后 ,两 
个 群体 义 开始 相聚 ,在 杂种 适应 性 损失 不 太 大 时 ,这 两 个 群体 就 可 能 融合 为 个 群体 5 
AR, RRE ER E OE GE JURL STE TE ACA BOR WO TEREK EA WT HE ES TR R 
形成 的 第 二 阶段 。 

第 二 阶段 是 前 合子 隔离 机 制 的 发 展 。 这 是 由 自杀 选择 直接 促进 的 过 程 。 后 合子 隋 离 
机 制 显然 浪费 了 大 量 的 生殖 力 。 如 果 产 生 一 个 不 成 活 的 杂种 合子 ,就 浪费 了 两 个 配子 ;如 
果 杂 种 能 活 而 不 育 ,那么 浪 费 的 不 仅仅 是 配子 ,还 包括 杂种 在 其 生长 期 间 所 消耗 的 资源 . 
虽然 在 前 合子 隔离 中 的 配子 隔离 也 是 浪费 配子 ,以 及 在 不 成 功 的 求偶 或 失败 的 交配 由 也 
浪费 能 量 , 但 总 的 来 说 ,前 合子 隔离 机 制 的 浪费 比 后 合子 隔离 机 制 的 浪费 少 得 多 。 因此 ， 
当 已 被 后 合子 生殖 陋 富 机制 的 两 个 群体 柜 接触， 自然 选择 便 会 迅速 地 促进 前 合子 隔离 机 
市 的 发 展 。 让 我 们 考虑 一 个 简单 的 情况 ,假定 菜 两 个 等 位 基因 A Ha, A 有 利于 群体 内 
交配 ,a 有 利于 与 其 它 群 体 交 配 。 如 果 后 合子 隔离 视 制 在 两 个 群体 之 间 起 作用 ,在 具有 十 
常 适应 性 的 后 代 中 入 是 常见 的 ,而 在 低 适 应 性 的 厅 种 后 代 中 a 是 普遍 的 。 结果 等 位 基因 
a 的 频率 一 代 代 减 少 。 自然 选择 有 利于 前 合子 隔离 机 制 的 发 展 , 以 避免 杂种 合子 的 形成 。 
这 样 两 个 群体 在 生殖 上 就 被 完全 隔离 开 来 ,成 了 两 个 不 同 的 物种 。 


第 七 节 展 mue 


人 类 的 进化 ,至 少 在 近 几 千年 内 发 展 很 快 ,而 文化 的 改变 比 生 物 学 的 改变 更 为 显著 。 
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文 尼 的 适应 方式 比 生物 学 的 适应 方式 可 出 为 有 效 和 多 变 。 但 是 超 有 机 进化 并 不 能 取消 有 
机 的 进化 ,生物 的 进化 在 人 类 中 继续 着 ,而 且 它 也 许 会 采取 较 快 的 步伐 ,因为 它 受 到 了 文 
化 进化 所 从 未 有 的 那 种 刺激 。 文 化 的 和 个 季 的 进化 是 相关 歌 的 。 人 类 文化 有 可 能 存在 和 
发 展 , 就 是 由 十 人 类 文化 的 遗传 基础 持续 考 或 改进 着 ， 同时 ,文化 进化 无 疑 是 环境 的 最 重 
要 的 源 菜 , 它 也 促进 了 人 类 的 生物 进化 。 


一 、 人 类 进化 


原 中 国 科 学 报 (1995- 06) 等 几 家 和 殷 纸 兽 光 后 刊载 了 美国 科学 家 关于 人 类 未 来 命运 的 
“科学 论断 ”一 一 人 类 进化 趋 于 停止 的 消息 ， 生 物 学 知识 告诉 我 们 ,一 个 物种 车 停 止 了 进 
化 ,就 意味 着 它 行 将 严 绝 。 我 们 知 到 人 类 也 是 动物 的 一 种 ,如 果 停 止 了 进化 ,也 将 帘 绝 种 
fA) BLA E T. 

人 类 进化 停止 论 者 是 通 栈 现代 生物 理论 的 ,他 们 选择 了 在 生物 进化 过 程 中 ,两 个 关键 
问题 来 论证 他 们 的 命题 。 首 先 , 他 们 援引 发 生 在 被 称 为 人 类 起 源 播 篮 的 非洲 裂 谷 区 的 古 
人 类 进化 的 科学 事实 。500 万 年 前 ,全 球 气候 发 生 了 激烈 变化 ,气温 降低 引起 森林 面积 
幅度 减少 ,取而代之 的 是 广大 的 稀 笃 草原 ,原来 生活 在 森林 中 的 古 猿人 ,被 迫 在 草 原 上 生 
活 。 为 了 生存 ,它们 不 得 不 去 适应 草原 上 生活 环境 ,经 过 漫长 的 历史 磨难 ,它们 学 会 了 用 
友 脚 在 明 面 上 器 步 面 行 ,学 会 了 采集 植物 的 花 果 根 叶 和 捕猎 动物 ;创造 了 工具 和 语言 ,最 
终 变 成 了 人。 接着 人 类 进化 停止 论 者 提出 ,现代 人 是 生活 在 人 类 为 自身 创造 的 “人 造 环 
境 之 中 ,因为 自然 环境 对 人 类 的 下 力 已 不 起 作用 了 ,自然 选择 作用 被 废止 了 ,人 类 进化 失 
去 了 原动力 面 不 再 进化 了 。 

生物 在 漫长 的 进化 过 程 中 ,一 直 经 受 地 球 上 自然 条 件 不 停 变 化 的 压力 。 自 然 选 择 无 
时 不 在 地 对 生物 进化 起 作用 。 例 如 在 地 奈 历史 的 太古 代 (20 多 亿 年 前 ) 地 球 的 大气层 中 
是 缺乏 氧气 的 , 那 时 的 空气 是 还 原 性 的 ,地 球 上 的 生物 是 厌 氧气 的 。 后 来 地 球 上 进化 出 光 
合生 物 ,它们 产生 的 氧气 ,使 大 气 层 中 含 氧 量 增多 ,并且 在 高 空 展 成 臭氧 良 。 由 于 臭氧 能 
吸收 太阳 光 中 的 紫外 光线 ,消除 了 阳光 的 杀伤 力 , 保 护 了 地 球 上 的 生物 ,从 面 太 大 改善 了 
生物 的 生活 条 件 。 后 来 的 生物 在 这 种 由 于 生物 活动 而 形成 的 新 环境 中 ,不 光 没 有 停止 进 
化 ,反而 大 大 加 速 了 进化 ,生物 更 加 药 荣 ， 义 如 ,地 球 上 的 陆地 表面 本 来 是 无 土壤 的 ,后 来 
由 于 低级 生物 的 活动 ,地 表面 才 有 了 土壤 的 ,为 后 来 的 植物 和 生活 于 十 里 的 动物 和 微生物 
创造 了 新 的 生活 环境 。 在 这 新 的 生活 条 件 下 , 陆 生 植物 才 大 大 地 发 展 起 来 ,并 为 陆 生 动物 
坦 供 了 生活 条 件 , 多 种 多 样 的 陆 生 物 动 物 因此 兴盛 起 来 。 由 于 生物 活动 面 改良 了 的 环境 ， 
是 不 会 使 生物 停止 进化 的 。 阁 埋 ,由 人 菊 和 劳动 而 改善 了 的 环境 ,也 木 会 使 人 类 停止 进化 ， 
在 人 类 发 展 史上 ,对 人 类 生活 影响 最 大 的 是 农业 ,有 了 农业 ,人 的 生活 才 有 了 保障 , 农 食 才 
有 了 长 久 稳定 来 源 ;有 了 农业 ,人 才 定 居 下 来 , 盖 房 造 司 , 免 受 风雨 、 塞 颖 以 及 野兽 的 侵扰 ， 
人 类 才 生 活 在 舒适 的 “人 造 环 境 中 ”、 房 史 证 明 因 农业 改善 了 生活 条 件 并 没有 使 人 类 趋向 
灭绝 ,相反 ,农业 使 世界 人 口 大 增 。 

人 类 进化 停止 论 者 提出 ,现代 人 类 社会 的 人 类 群体 间 交 流 广 涝 ,有 互相 融合 的 趋势 ， 
己 不 像 古 代 那 样 ,人 类 群体 间 由 于 地 埋 或 风俗 习惯 造成 的 互相 隔 帘 状态 。 人 类 群体 之 问 
隅 离 的 消失 ,阻止 了 新 的 物种 ( 趟 人 ) 的 形成 ,人 类 的 历史 将 转 人 进化 停滞 时 期 。 从 理论 上 
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看 ,这 一 论点 是 符合 进化 论 中 的 边 域 成 种 理论 的 。 按 照 这 一 物种 形成 方式 ,新 的 物种 形成 
必须 有 卫 离 机 制 才 行 , 即 正在 形成 新 种 的 居 群 和 头 种 的 棚 先 居 群 间 的 基因 交流 必须 断绝 ， 
新 种 才能 形成 。 但 是 我 们 不 能 忘记 ,物种 形成 还 有 另 一 种 方式 , 即 世系 成 种 方式 ,这 一 方 
式 无 需 隔 离 机 制 ,新 种 和 原 种 也 无 必要 在 地 理 上 分 开 , 即 可 形成 新 种 。 因 此 ,美国 人 类 进 
化 停止 论 者 的 推断 有 失信 颇 ,是 不 要 当 的 。 

从 现在 世界 人 口 实 际 情况 来 看 ,尽管 现代 交通 发 达 ,人 们 的 经 济 生活 水 准 高 了 ,全 世 
界 各 民族 人 员 交 往 多 了 ,基因 交流 机 会 多 了 ,但 现今 大 多 数 民族 中 外 来 的 基因 起 分 并 不 很 
多 , 离 全 球 人 类 混合 到 不 分 彼此 的 程度 还 相去 很 远 ;再 说 ,地 球 是 巨大 的 ,世界 各 地 自然 条 
件 于 差 万 别 ,只 要 时 间 足 够 长 ,由 于 地 域 的 环境 条 件 不 同 ,生物 必然 会 发 生 分 化 ,地 理 分 布 
范围 广 的 物种 常 具有 多 形 现象 便 是 例证 。 根 据 古 生物 学 资料 ,在 历史 上 ,一 个 新 的 物种 的 
形成 ,一 般 要 经 历 一 百年 之 久 ,新 种 的 生存 时 间 可 达 几 十 或 上 百 万 年 之 久 。 已 知 最 十 老 的 
人 科 化 石 ,非洲 的 南方 古 猿 (与 现代 人 种 同 科 不 同属 ) 发 现 于 200 — 340 多 万 年 前 的 地 层 
中 ;直立 人 (如 北京 中 国 狼人 ,与 现代 人 种 同属 不 同 种 ) 化 石 最 早 记录 约 有 170 ENEY 
太 ( 即 现代 人 种 ) 的 历史 不 过 20 一 30 万 年 的 历史 ,而 现在 地 球 上 生存 的 人 类 ,是 智 人 人 种 
的 一 亚 种 ,其 历史 仅 有 几 万 年 。 从 古生物 学 家 服 光 看 来 ,现代 人 种 的 历史 还 很 短 ,与 十 生 
物种 的 寿命 相 比 只 不 过 是 新 出 现 不 久 的 物种 。 

从 生物 学 规律 来 看 ,人 类 既然 县 一 个 生物 物种 ,就 有 其 起 源 、 发 展 和 灭亡 的 过 程 ,这 是 
自然 规律 所 决定 的 ,是 不 依 人 的 意志 来 决定 的 。 人 类 进化 历史 和 一 般 物种 的 进化 史 -- 样 ， 
也 应 是 温 长 的 , 远 不 是 一 个 人 的 个 体 生命 可 比 的 , 绝 不 是 经 过 千 百 代 人 之 后 新 能 见 端 信 
的 。 生物 学 上 ,物种 绝 灭 有 两 种 形式 ,一 种 形式 是 整个 物种 的 全 部 生物 个 体 都 死亡 KE 
后 谊 ; 务 一 种 形式 ,县 随 闭 时 间 的 推移 ,原来 的 物种 虽然 全 部 生物 个 体 都 灭亡 了 ,但 它们 浊 
留 下 了 新 型 的 后 代 生 物 (新 种 )。 如 果 生 物 进化 的 历史 进程 很 长 , 它 的 发 展 必 然 包含 有 许 
多 随机 因素 ,因此 预言 未 来 的 历史 命运 是 极 难 做 到 的 。 


二 、 生 物 进 化 工程 


1973 年 美国 斯 坦 福 大 学 的 H. Boyer 和 S. Cohen 采用 DNA 重组 技术 ,首次 获得 外 源 
DNA 的 分 子 克隆 ,从 而 开始 了 在 分 子 水 平 上 对 淖 传 物质 的 加 工 和 改造 , 即 基因 工程 。 10 
FZM K, M. Ulmer 提出 了 蛋白 质 工程 的 设想 , 即 通过 对 蛋白 质 已 知 唱 体 结构 的 了 解 入 
有 计算 机 辅助 设计 ,用 基因 定位 诱 变 等 技术 改造 基因 ,以 达到 改进 蛋白 质 某 些 性 质 的 上 
的 。 基因 及 其 产物 蛋白 质 都 是 生物 在 长 期 进化 过 程 中 形成 的 基因 工程 和 蛋白 质 工程 为 
全 究 这 些 生物 大 分 子 结构 与 功能 的 进化 握 供 了 强 有 力 的 手段 ,在 此 基础 上 发 展 出 TH 
进化 工程 。 乒 谓 生物 进化 工程 ,就 是 通过 模 似 生物 大 分 子 进化 的 过 程 ,来 创造 新 的 基因 
新 的 蛋白 质 和 新 的 物种 ,这 是 一 种 定向 进化 的 方法 。 在 人 工控 制 的 条 件 下 ,使 产物 沼 -一 定 
的 方向 演变 ,以 产生 符合 人 们 的 需要 的 特性 分 子 ,从 而 得 以 在 短 时 间 内 实现 自然 界 儿 百 万 
年 才能 完成 的 生物 进化 过 程 。 


1. 早期 的 生物 分 子 进化 实验 


达尔 文 进化 基本 上 包括 三 个 过 程 的 重复 运行 , 即 选择 增殖 和 帘 变 _ 选择 ,无 论 是 自 
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然 界 选择 或 人 工 选择 ,都 是 把 " 优 者 ”从 “省 者 "中 分 高 出 来 的 第 选 过 程 。 自 然 界 “ 优 者 "是 
指 生活 和 生殖 能 力 强 的 物质 个 体 。 实 验 室 里 “优胜 劣 汰 "是 按 人 们 的 需要 来 取舍 的 ,可 能 
并 木 符合 生物 自身 发 展 的 要 求 。 分 子 选择 也 一 样 , 只 要 有 适当 的 方法 就 能 将 所 需要 的 分 
子 挑选 出 来 。 

在 20 tita 60 年 代 后 期 ,S. Spiegelman 及 其 合 必 者 就 在 实验 室内 证 明了 分 子 的 达尔 
文 进化 。Spiogelman 曾 研 究 一 种 称 为 QB 的 RNA 噬菌体 。 如 将 此 病毒 RNA 与 其 复制 酶 
混合 并 加 入 40 种 合成 RNA 的 底 物 核 车 三 磷酸 (NTP) ,病毒 RNA 就 大 重复 制 。RNA 复 
制 酶 很 容易 产生 差错 ,因此 在 RNA 复制 过 程 中 将 会 积累 变异 。 他 让 Qa 在 试管 中 复制 20 
分 钟 ,然后 取出 一 定量 反应 混合 物 转移 到 男 一 试管 中 ,补充 酶 和 底 物 后 继续 复制 ,如 此 重 
复 74 次 。 他 还 利用 缩短 复制 时 间 给 选择 施加 压力 ,因此 需要 较 长 的 复制 时 间 的 分 子 必 然 
不 能 像 需 时 短 的 分 子 那样 留 下 众多 的 后 代 , 产 生 的 RNA 分 子 会 变 得 越 来 越 短 ,因为 较 小 
的 分 子 可 以 较 快 地 复制 。 到 第 74 次 复制 时 ,QBRNA DEMET 8096, RAF RNA 两 端 
为 复制 酶 识别 并 控制 起 始 复制 所 必要 的 序列 ,它们 和 将 RNA 复制 的 效率 提高 大 约 15 4 
此 过 程 揭示 了 RNA 分 子 在 试管 内 的 进化 过 程 ,然而 其 应 用 却 受 到 严重 的 限制 ,因为 QB 
复制 酶 对 于 被 复制 的 RNA 起 始 端 序列 十 分 苟 求 。 


2.PCR 技术 用 于 DNA 的 定向 进化 


聚合 酶 链 式 反应 {PCR) 是 目前 生物 技术 中 应 用 最 广 的 DNA 体外 扩 增 法 。 该 方法 的 
发 明 者 K.B. Mullis 因此 而 得 到 1993 年 诺 由 尔 化 学 奖 的 殊荣 。PCR 技术 是 DNA 通过 重 
复 变性 .退火 和 延伸 步骤 ,使 DNA 基因 扩 增 数 百 万 信 。 科 学 家 们 已 将 PCR 技术 用 于 
DNA 的 定向 进化 ,从 中 选择 出 一 些 具 有 特 珠 性 能 的 DNA 分 子 。 

目前 已 有 一 些 能 洲 解 血栓 的 蛋白 质 药物 ,可 用 来 治疗 心机 梗塞 . 脑 血 栓 等 疾病 。 遗 撼 
的 是 ,病人 可 能 对 外 源 蛋 白质 产生 过 敏 反应 ,于 是 科学 家 们 设想 利用 不 易 产 生 过 敏 反 应 的 
DNA 来 开发 一 种 抗 凝 血 药物 。j.J. Tol 及 其 同事 不 是 向 自然 界 去 寻找 药物 ,而 决定 通 
过 定向 进化 来 获得 抑制 凝血 酶 活性 的 DNA 分 子 。 他 们 构建 了 1013 个 核 苷 酸 的 单 链 
DNA 分 子 , 各 具有 不 同 的 序列 ,把 这 些 DNA 分 子 群 体 同 固定 化 于 固体 支持 物 表 面前 凝血 
酶 相 接 朴 。 几 乎 绝 大 部 分 DNA 分 子 都 未 与 凝血 酶 结合 而 从 支持 物 上 被 洗 脱 ,但 有 极 少 
XX DNA 分 子 仍然 与 此 血 酶 相 结合 。 将 这 部 分 DNA 分 子 回 收 ,并 用 PCR 技术 扩 增 ,然后 
再 经 固 相 化 凝血 酶 选择 。 如 此 重复 5 个 循环 ,最 终 得 到 高 度 富 集 的 具 结合 凝血 酶 能 力 的 
DNA, 从 中 分 离 到 可 以 抑制 血栓 形成 的 药物 分 子 。 目前 医生 正 将 这 些 药物 在 独 独 和 猴子 
身上 作 实 验 , 这 种 药物 表现 出 较 强 前 抗 凝 血 作用 。 


3.RNA 的 定向 进化 


定向 进化 必须 将 选择 与 增殖 直接 联系 起 来 。 目 前 比较 通用 的 RNA 体外 扩 增 技术 涉 
及 两 种 聚合 酶 :一 种 是 反 转 录 酶 , 即 以 RNA 为 模板 合成 DNA 的 酶 ;一 种 是 RNA RGM, 
它 以 DNA 为 模板 合成 RNA。 在 此 转录 - 反 和 转录 系统 中 需要 一 对 引物 ,其 中 一 个 引物 附加 
有 转录 的 控制 系统 ( 称 为 启动 子 ) ,另外 还 要 加 入 合成 RNA 的 4 种 dNTP 和 合成 DNA 的 
4 种 dNTP。 该 系统 具有 比 PCR 更 高 的 扩 增 效率 并 且 无 顷 进 行 热 循环 。 
定向 进化 系统 一 开始 就 要 有 足够 的 异 质 性 ,并 在 增殖 过 程 中 引 人 变 异 ,否则 选择 就 没 
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有 对 象 。 乾 达到 建立 异 质 群 体 的 目的 ,有 三 种 方式 殿 选 择 ; 

(DA — ”使 大 分 子 的 所 有 位 点 都 可 发 生 随 机 变异 ,在 寻找 新 的 特性 分 子 时 ,此 
方法 是 合理 的 ,但 要 选择 的 数目 往往 显得 过 大 。 

(2) 徐 盖 法 ”使 随机 变异 仅 发 生 在 所 选 定 的 区 域内 ,此 法 需 对 大 分 子 结构 与 功能 有 
较 儿 的 了 解 , 并 对 选择 的 目的 十 分 明确 和 有 限 。 

(3) 集 中 法 ” 当 所 希望 获得 的 大 分 子 是 已 知 大 分 子 的 某 种 改进 性 能 的 突变 体 时 ,可 
用 这 种 分 子 的 一 组 罕 变 体 。 此 时 与 已 知 分 了 序列 越 接 近 的 分 子 数 目 增 大 ,差异 大 的 分 子 
数目 逐渐 减少 。 由 于 新 的 突变 是 在 原 有 经 选择 的 变异 基础 上 发 生 的 ,因而 具有 个 向 性 。 
重复 随机 突变 是 在 实验 室内 实现 达尔 文 进化 的 关键 。 

在 建立 了 增殖 和 突变 的 基础 上 就 可 以 用 各 种 选择 方法 去 研究 RNA 的 进化 。G. 下 . 
Joyce 小 组 在 这 方 而 做 了 卓有成效 的 研究 ,并 将 RNA 进化 推 向 优化 它们 功能 特性 的 方面 。 
他 们 利用 天 然 存在 并 可 切割 RNA 的 核 酶 RNA(ribozyme) ,经 过 定向 进化 ,产生 可 切割 
DNA 部 序列 的 RNA 分 子 。 这 样 一 种 类 酶 RNA 可 以 作 药物 使 用 ,例如 , 它 可 用 来 对 付 人 
侵 的 病毒 DNA, 在 自前 还 几乎 没有 防治 病毒 的 特效 药物 。 

他 们 在 四 膜 虫 的 一 种 类 芒 RNA 基础 上 建立 了 10 个 变异 株 作 为 起 始 群 体 。 通 过 与 
DNA 有 序列 接触 ,获得 能 与 其 相 结 合 的 RNA 分 子 , 经 过 选择 性 增殖 ,并 在 增殖 过 程 中 引 
人 新 的 突变 以 产生 具有 更 强 结合 和 分 解 能 力 的 分 子 。 将 这 一 过 程 重复 10 次 ,就 能 产生 有 
效 分 解 DNA 的 新 的 RNA 分 子 群体 。 

达尔 文 的 自由 选择 ,增殖 和 突变 的 法 则 已 成 为 科学 家 手中 有 力 的 工具 。 一 些 实验 室 
正 利 用 它 重建 分 子 进化 过 程 。 在 进化 过 程 中 ,RNA 曾 具有 过 一 些 酶 的 性 质 ,如 ATP 酶 活 
性 ,后 来 丢失 了 ,现在 科学 家 又 重新 使 其 获得 这 种 性 质 ,希望 以 此 产生 更 多 新 的 性 质 。 


4. 刚 菌 体 展 示 技 术 


蛋白 质 是 细胞 主要 的 功能 分 子 , 它 的 定向 进化 意 文 更 大 ,更 有 实用 价值 。 然而 这 里 遇 
到 了 一 个 复杂 的 问题 ,我们 希望 得 到 的 是 蛋白 质 , 增 殖 与 突变 却 不 是 人 选 分 了 本 身 , 而 是 
它们 的 遗传 基因 。 和 如 何 能 将 其 统一 起 来 ”20 世纪 80 年 代 末 发 展 起 来 的 噬菌体 展示 
(phage display) 技 术 为 此 提供 了 可 能 的 途径 。 

fd fll M13 是 一 类 售 单 链 环 状 DNA 的 丝 状 噬菌体 。 其 基因 TIT 编码 吸附 蛋白 {pI17)， 
KES CAAT EAER, N 端 伸展 在 外 。 将 外 源 基 因 重 组 插入 到 基因 III 编码 蛋 
白 的 N 端 附近 ,表达 产物 成 为 融合 蛋白, 外 源 蛋 白 以 独立 的 空间 结构 伸展 在 plII 蛋白 的 
NW. 如 果 将 外 源 基因 经 诱 变 构建 一 个 突变 库 ,然后 把 所 有 突变 体 基因 插入 噬菌体 的 基 
因 HI 位 点 ,突变 体 蛋 白 就 能 在 鸣 菌 体 末端 被 展示 。 利用 抗原 -抗体 反应 或 其 他 亲 和 反 应 
吸附 允 菌 体 可 以 选择 出 结合 力 强 的 外 源 蛋白 及 其 基因 。 

晓 苏 体 展示 技术 一 出 现 立即 受到 广泛 的 重视 ,许多 实验 室 用 此 技术 去 选择 特定 构象 
的 和 蛋白质 。 例 如 ,可 以 用 它 来 得 到 特定 抗体 。 对 此 , 先 要 从 人 的 淋巴 细胞 中 取得 DNA, 
再 用 PCR 技术 扩 增 出 全 部 抗体 基因 ,然后 将 这 些 抗体 基因 揪 人 噬菌体 基因 II $5 N 端 ， 
UC RR ES HAR DRT A, TEST ie He DO UJ EE URL A FE SEDE PE BO RE LE, s LO CE 
体 后 再 次 用 亲 和 法 纯化 带 有 抗体 的 噬菌体 ,这样 通 过 两 轮 选 择 就 能 分 离 到 特异 的 抗体 到 
其 基因 。 噬菌体 展示 技术 比 单 克 隆 杭 体 技术 有 更 多 的 优点 。 由 于 制备 单 克隆 抗体 时 只 能 

. 473 ， 


用 动物 来 免疫 抗原 ,所 得 到 的 抗体 不 是 人 人 体 的 抗体 ,这 就 限制 它 在 临床 上 的 应 用 ;而 噬 获 
体 展示 技术 通过 扩 增 人 的 抗体 基因 来 选择 出 人 的 特异 抗体 ,因此 可 作为 药物 直接 用 于 临 
床 治 疗 。 叭 菌 体 展示 技术 具有 级 高 的 选择 效率 , 且 易 于 操作 。 噬 菌 体 展 示 技 术 还 便于 进 
行 抗 体 工 程 ,能 产生 单 链 抗体 . 双 单 链 抗体 、 小 抗体 等 改进 性 能 的 抗体 。 

哈 兽 体 懂 东 技术 已 用 于 从 肽 库 和 突变 库 中 选择 多 种 蛋白 质 。 严 棕 地 说 ,这 样 一 种 这 
得 不 是 进化 性 的 ,因为 它 设 有 为 每 一 代 中 产生 新 的 突变 提供 机 遇 。 然 而 ,一些 更 为 复杂 的 
实验 系统 则 为 每 代 痢 提供 变异 的 机 会 。 所 以 ,选择 ,增殖 和 突变 能 够 不 断 地 沿 着 一 个 方向 
进行 下 去 。 


5. 生物 进化 工程 有 广阔 的 发 展 前 景 


生物 进化 工程 采用 定向 进化 技术 来 创造 新 的 基因 、 新 的 蛋白 质 和 新 的 物种 。 进 化 工 
程 与 定向 进化 具有 相同 的 含义 ,但 前 者 表明 这 是 一 类 生物 工程 ,后 者 是 指 这 类 工程 的 技术 
系统 。 生 物 进 化 工程 目前 还 处 于 起 始 阶段 ,许多 技术 有 待 于 改进 和 提高 ,还 需要 作 更 多 的 
BUR. 但 是 它 的 问 傣 已 经 受到 普遍 的 关注 。 最 明显 的 是 医药 界 , 已 把 今后 开发 新 的 治疗 
一 些 亚 性 疾病 的 药物 ,例如 心血 管 系统 疾病 ,癌症 LICHT ,老年 性 痴呆 症 和 免疫 障碍 等 疾 
病 的 特效 药物 , 寄 希 望 于 这 一 途径 。 生 物 进 化 工程 还 可 能 被 用 来 解决 医学 上 的 一 些 难 题 ， 
因为 疾病 的 产生 也 是 与 人 类 自身 的 进化 过 程 有 关 的 。 利 用 生物 进化 工程 来 改良 物种 ,也 
是 另 一 个 诱 人 的 方面 。 生 物 进 化 工程 还 有 着 重大 的 理论 意义 。 生物 分 子 进化 是 一 个 十 分 
重要 的 基础 理论 研究 , 它 的 成 果 可 用 于 指导 生物 进化 工程 ; 另 一 方面 生物 进化 工程 又 能 在 
实验 室 揭 示 生物 分 子 详细 的 进化 历程 。 这 里 再 次 表明 了 基础 理论 研究 与 发 展 高 新 技术 之 
IRL OS EET 总 之 ,生物 进化 工程 虽然 出 现 不 久 , 却 已 表明 它 具 有 广泛 的 发 展 前 景 ,这 
是 一 个 充满 希望 , 干 分 诱 人 的 研究 领域 。 


三 、 进 化 研究 的 新 理论 对 生物 进化 工程 的 影响 
1. 重组 DNA 技术 与 新 类 型 生物 形成 


现代 物种 形成 与 进化 理论 指出 ;基因 突变 ` 染 色 体 畸变 ,基因 重组 可 改变 物种 的 基因 
型 ,从 而 形成 新 性 状 。 在 这 一 理论 指导 下 , 先 找 出 某 种 特定 生物 (植物 微生物) 的 基因 , 然 
后 把 这 些 基因 移植 到 某 一 植物 细胞 中 去 ,虽然 这 种 技术 难度 较 大 ,但 从 新 的 物种 形成 理论 
上 讲 , 它 是 可 能 威 为 培育 植物 新 品种 的 .一 种 方法 的 。 生 产 实践 证 明 了 这 一 点 , 现 已 培育 出 
能 生产 杀 虫 的 烟草 和 棉花 的 新 品种 。 


2. 突变 和 物种 新 类 型 的 创造 


突变 在 细胞 遗传 学 中 主要 指 染 色 体 的 不 连续 变化 ,包括 缺失 . 移 位 和 侠 位 等 ， 突变 在 
物种 形成 作用 的 研究 中 ,已 直接 为 育种 新 技术 葬 定 了 理论 基础 。 例如 辐射 育种 和 化 学 诱 
变 育 种 ,以 及 突变 的 籍 选 ,都 是 生物 于 程 中 前 沿 的 研究 领域 。 如 在 玉米 的 诱发 突变 实验 
中 ,发 现 和 射线 引起 的 突变 是 由 于 基因 损伤 造成 的 。 现 已 培育 出 优良 的 玉米 新 品种 。 
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3. 多 倍 体 物种 形成 和 物种 新 类 型 合成 


多 售 体 物种 在 植物 界 中 广泛 存在 ,植物 界 中 多 倍 体 起 源 的 种 类 约 占 30% ~35% ,一 
KERKEE IHE FE 甘蔗、 莫 过 棉花、 烟草 .咖啡 等 都 是 多 人 属 体 。 用 现 
代 技 术 形 成 的 同 源 多 倍 体 新 种 已 用 秋水 仙 碱 和 其 他 化 学 试剂 使 染色 体 加 倍 获得 成 功 。 用 
实验 的 方法 已 合成 了 几乎 与 现存 天 然 种 相同 的 多 售 体 种 ,如 居 形 科 斋 辩 花 属 中 “人 人 造 
Teirahit" ,在 形态 学 ,遗传 学 和 细胞 学 上 都 很 像 夫 然 种 ; 菊 科 Madia IP H M. gracilis 和 
M. citriodora 会 成 了 与 M . citrigracilis 非常 相 做 的 种 ;在 十 字 花 科 靶 蔡 属 中 ,芥菜 可 由 黑 
JF CB . nigrs HUE (B. campestris ) AR, SEE (B. napus) 可 由 甘蓝 (B. oleracea ) 和 油菜 
(B. campestris )& Wa, 59, Hl ^E PIT ETUR OR Oe IE PEL HRE NECI 
等 。 


4. 体 细胞 元 性 繁殖 育成 新 品种 


运用 该 生物 技术 方法 育种 ,是 把 细胞 放 在 一 些 特别 的 激素 和 芝 养 物 中 进行 培养 ,这 些 
细胞 能 显示 出 不 同 于 一 般 细胞 新 的 遗传 变异 ,然后 将 一 些 符合 人 们 需要 或 最 有 商业 价值 
的 变种 分 离 出 来 ,进一步 进行 培养 研究 ,美国 维 吉 斯 纳 克 思 公司 采用 这 种 方法 已 育成 味美 
可 口 的 人 番茄 新 品种 。 


5. 无 须 合 生殖 和 物种 新 类 型 的 获得 


在 研究 生物 进化 过 程 中 发 现 , 某 些 植 物 在 系统 发 育 中 性 别 会 发 生 退 化 ,而 且 会 退化 到 
失去 基本 的 进化 功能 的 地 步 , 即 从 有 性 生殖 退化 到 无 融合 生殖 时 、 在 进化 过 程 中 形成 了 一 
种 特殊 的 "封闭 式 ” 状 态 ,它们 不 能 进化 出 任何 新 东西 ,而 只 能 通过 其 中 一 些 有 性 成 员 的 医 
动 与 政变 了 的 环境 一 并 前 进 , 这 类 物种 的 繁殖 即 称 兼 性 列 融 合生 殖 。 研究 发 现 , 在 以 多 倍 
体 方式 形成 物种 时 产生 的 多 倍 体 中 ,无 融合 现象 对 某 一 组 内 染色 体 的 重复 或 缺失 而 产生 
不 稳定 的 非 整 倍 体 、 单 体 和 多 体 物 起 着 保护 和 固定 作用 。 无 融合 生 东 产生 了 纯 合 体 。 无 
融合 生殖 已 成 为 育种 学 家 当今 重点 研究 的 前 沿 育种 方法 之 一 ,因为 选 种 方法 能 保持 和 固 
定 已 获取 性 状 的 固定 ,促使 这 物 新 物种 的 形成 。 


GR Xo yx) 
参考 文献 


LIJ Levin S A et al. Ecological Genetics. New York :Springer Verlag, 1978 
[21 Jukes T H et al. Evolution of Life. Tokyo; Spring Verlag, 1991 

3] Osawa S T H et al. Microbiological Reviews, 1992. 56. 229 -264 

4] Okada N et al. ] Mol Evol, 1993. 37.167 — 170 

[5] Tamura K et al. Mo! Biol Evol, 1993. 10:512 ~ 525 

6] Vigilant L et al. Science, 1991. 253; 1503 -1507 


7] Giliespie ] H. The cause of molecular evolution. New York; Oxford University Press, 1991 
[8] Jeffreys AJ e al. Electrophoresis, 1995. 16 :1577— 1585 


“475 ， 


9; Vergnaud G et al. Gennomics, 1991. 11:135 — 144 
, 10] Britten RJ et al. Science, 1969. 165; 349 — 357 

11] Bachmann K et al. Biol, 1972. 23:419 — 450 

[12] Turner SH et al. Biochem Gene, 1973. 10:263— 274 

[13] Ohno S et al. Sex chromosomes and sex-linked genes. Berlin: Springer, 1967 
[14] Ohno S . Evolution by gene duplication . New York :Springer, 1970 

115] Richmond RC et al. Evolution, 1972. 26 : 536 ~ 544 

Llo] Waring * = al. Science, 1966. 154; 791 — 794 

[171 Hess O et al. Advance Genet, 1968. 14; 171—223 

[181 Ohta T. Genet Res, 1971. 18:277 —286 

[19] Cnck F H C. Nature, 1971.234:25—27 

[20] Jeffreys A J ct al. Nature, 1991. 354 204 — 209 

21] Shriver M D et al. Genomics, 1992, 14:449 -454 

[22] Go M et al. Nature, 1981. 291,90 — 92 

[23] Gillbert W er al. Cell, 1986. 46:151 —154 

[24] Littman D R et al. Nature, 1987. 325.453 —435 

[25] Imworsski C ] ct al. Nature, 1989. 337; 752 — 754 

[26] Nagylaki T et al. Genetics, 1090. 126:261 —276 

27 | Symington L S et al. Mol Cell Biol, 1988., 8:595 — 604 

28] HammerM F et al. ] Hum Genet, 1995. 56.051 ~ 052 

29 ! Baker C 5 et al. Proc Nat! Acad Sci USA,1993.90.8239 —8243 

30] Lewin R Science, 1981. 214.426 — 429 

[31] Hamby R et al. Molecular systematics in plants. New York: [992 

32] Irvin DM e &l. J Mol Evol, 1991 .32; 128 - 144 

[33] Peng C K et al. Nature, 1992. 356 168 — 170 

[34 LESER. KARR, 1993, 12(2)116—21 

135] Zhang Y P et al. Proc Natl Acad Sci USA, 1993. 90.9557 —95651 

[36] Zhang Y P et al. Mol Phylogenet Evol, 1994. 3,351 一 359 

37: 张 尚 宏 等 。 动 物 学 研究 ,1995。16(2),32 一 45 

[38] Zhang 5 H. Speculat Sei Technol, 1996. 1:19 -22 

[39] EARS, PILCKCAE SEHR 11996, 35(5),96 101 

L40] Palmer ] D et ak. Molecular evolution genetics. New York: Plenum Press, 1985 
141] Cech T R et al. Cell, 1986. 44:207 —210 

[42 | Nei M et al. Molecular evolutionary genetics. New York; Columbia Uviversity Press, 1987 
[43] Wheeler W C et al. Mol Biol Evol, 1988. 5:90 -96 

[44] Gray M W . Annu Rev Cell Biol, 1089. 5,25— 50 

[45! Bork P et al. Biology, 1992. 2(3) 413 —420 

46] Bock L C et al. Nature, 1992. 355,564 —568 

[47] Beaudry A A et al. Science, 1992. 257,635 —638 

48 | Smth G P. Gene, 1993. 128:1 - 8 


- 476 - 


汉 英 对 照 索 引 


不 可 诱导 minducible 234 

不 连续 基因 interrupted gene 182 
Alu XE Alu family 90.445 不 稳定 序列 得 ppery sequence 207 
ARS 结对 因子 1 ARS-binding factor 1，ABFL 148 

ARS 共有 序列 ARS consensus sequence, ACS — 147 


A 


C 


AUTH AU-nch dement, ARE 182 CAAT 框 CAAT box 165 

a 型 活性 转子 active casette 367 cDNA 文库 cDNA library 92 
WEA — oncogene 432 OG Hb CG island 93 

$C MER methotrexate, MTX 378 Chargaff 法 则 — Chargeffs rule 48,52 
XO tRNA ARE amino TRNA synthetase 202 CH Cbanding 23 


CRRA carboxy-terminal domain, CTO 159 


B CE C-value 22,82 


B-E- S-INRERK 8-deazaribflavin 412 CFA C value paradox BZ 
ARBĦELI octemer element 165 CC 分 带 法 Cbending 23 

白细胞 介 素 7 interleukin IL7 393 得 成 分 lateral element 33 

HDR wobble hypothesis 200 WBM side chain hypothesis 386 

AHAS variegation 338 MRL inking demem 12 

YRR  seniconservative replication 98 HAFF] — insertion sguence, 1S 324 

半 不 连续 复制  senidixontinous replication 103 Wi writhing number 68 

半 考 目 Hemiptera 10 ETit long interspersed element, LINE — 90,353 
MEE cytosine 52 KOREAN long terminal repeat, LTR 349 
RE ceytoaol 5 ERE autosome 21 

保守 型 转 座 — consertive transposition 328 RAA  euchromatin 20 

比 连接 差 specific linking difference — 68 操纵 基因 operator 230,231 

Ri — pericentric inverson 40 AAT open 231 

WR  paracentric inversion 40 Ki — fik — hyperpioid 43 

编码 区 。 coding region 74 超 基因 家 族 gene superfamily 88 

变性 — denaturation — 58 AEW  superíamily 274 

琳 达 位 点 expression site 376 WIRDE supercoil — 67 

表达 相连 的 排 贝 expression linked copy, ELC — 376 超 螺旋 密度  superhelix density — 68 

BAI — phenotype 72 HERR ”super-derepressed 244 

REME vrom 49 KHAMA rough endoplasimie reticulum, ER 5 
病毒 类 超 家 族 viral superfamily 353 SURGEDE silencer 264,268 

PREENON 。 viruelke particle, VLP 356 HREF silent cassettes 367 

补 条 至 重组 ”patch recombination 306 MARE 。 nucleation-polymerization — 50 
MORE poran 209 重复 duplication 442 

FAR unequal crossing over 40 REZA overlapping gene 79 

不 精确 的 切除 imprecise excision 330 重合 进化 coincidental evolution — 454 

不 均一 村 RNA — hetesogenous nuclear RNA, hnRNA HR,HE heavy chain 137 

i59 重组 活性 基因 RAG-I.RAG-2 — rexanbitation activat- 


， 477 


393 


recombination nodule, RN 34 


ing genes, RAG - 1 , RAG -2 
SER YS 
重组 其 
重组 小 结 
TAE 
D Ei 
HHECRE tandem tepeat 62 
SHR secondary constmetion — 11 
圭 家 基 关 housekeeping gent 265 
WESCE cstrogen 273 
MRE de now inidatton 117 
Ti E Ek go E 
粗 线 期 pachynema — 3 
促 忻 腺 项 未 释放 激素 

CnRH 383 
DE 3 


recombination stage — 34 
recombination nodes 298 
rccombination-repair 422 


cquatoriaf plane — 30 


Meurvpara carasa — 35,194 


genadouopin-releasing hormone, 


prolaenn 462 
D 


DNA Ar rift or 

DNA 合成 前 期 

DNA RAE DNA polymerase 102 

DNA RSA I DNA polymerase I 107 

DNA RATI DNA polymerase I[ 107 

DNA RAIN DNA polymerase TIE 106,108 

DNA RG è polymerase 143,146 

DNAR fM e polymerases 143,146 

DNAjÉHEBE DNA ligase 113 

1 序列 家 族 DNA sequence family 87 

DNA WH DNA gyrase 69.116 

KW widegmove 55 

KBK oliin 212 

Heg Pn hapledy 42 

单 点 帘 变 point mutauon 

TEBCIFBE S dst 
96 

SERE 

MREZE  snglestrand exchange 

单 链 结 合 蛋 由 

"E EE 

单 链 间 化 

HA monosomy 43 

SUM C protein kinase C, PK-C 287 

fi fir 39,441 

HE LE TAS 

FERE isochromaesome 42 

THLR allele 439 


”478 ， 


genetics by DNA analysis 435 


pre-synthetic gap phase 27 


428 
single nucleotide polymorphism, SNP 


single-strand break, SSB 406 

423 
single-strand binding protein, SSH 116 
single-strand uptake — 305 


single-strand assimilation — 305 


inversion 


lampbrush chromosome — 18 


等 位 基因 问 的 互补 interallelie complemenianon 236 
BHAA secondary attachment site 311 

EI 428 

定位 因子 positoning factor — 174 

动 基体 — kimetoplast 457 

动力 学 模型 dynamie model 281 

动 和 和 kinetochore 9 

AREE dynamic mutanons 318 

ib fE FH 
端 粒 
UE ESTER: dx 
MERE telomerase — 151 
mH HN 
RJE short interspersed element, SINE — 90,354 
断裂 -融合 - 桥 breakage-fusion-bndge ,BFB 314 
Sfi polyploid 43 


transversioti 


terminalization 35 
telomere 11,62 


telomere binding protein 12 


telocentrie 10 


ZARE multiple mutation. 428 
名 复制 了 mulureplicon 142 
多 拷贝 抑制 malticopy inhibition 336 


Eitt polymorphism — 96 
ERREA —polyrene chromosome 19 
GRE  nolecentromere 10 


E 

一 步 过 程 假 亢 twerstep process hypothesis 35 
AURTEN dihydrofolate reductase, DHFR 378 
F 

发 表 hairpin 59 

£$ hairpin lop 60 

BE translation 199 

FBEIN GIH translational amplification 287 
MFK translation domain 210 

皮带 法 reverse banding, R-banding 23 
KERE reverse duplication 40 

KEET — inmücodon 200 

RAKI (irans-splicing 284 

RAEE trans:dominant 236 

反 式 作用 tram -acting 229 

到 式 作 用 因子 tmm acting factor — 229 
HORHE reverse genetics — 434 
MEAKA inverted terminal tepeats — 324 
EHER inverted repet 6l 


RHET retroposons 345 
EMH van der Waals fore 55 
APERI Fanconi's anemia, FA 426 


纺锤 体 spindle 12 
非 保 守 性 替代 nonconservative substitution 429 
非 病毒 类 超 家 藤 。 nonviral superfamily 353 


非 重 复 DNA  nonrepetitive DNA — 86 

AER BÉ APEHE — nonreplicarive transposition — 328 
EHHE — nonconditional mutation 429 
JE d fECHE RE) aneuploidy — 43 


非 自主 元 件 ^ nonautonomous element 339 

分 解 伐 谢 产物 王 抑 作用 catabolite repression 246 

ri IC E EE catabolite activator protein, CAP 
246 

FAM chonaic acid 258 

分 支 位 点 branching site 185 

分 子 团 micelle 4 

tif) molecular clock — 466 

MENS TPA 12- O-tetradecsnoyl phorbol- 13 - acetate 
287 

WEMA corepressor — 233,244 

HBA helper virus 352 

负 起 录放 negative supercoil — 68 

MEIHE negative complementation 236 

负 链 DNA — minos strand DNA 349 

fn pg me 

附 著 点 attachment site,att — 311 

贫 系 性 比 。 patemnalsexratio — 466 

复合 型 转 座 comnposite transposition 328 

复 人 台 易 位 complex tranalocation 41 

Fit rensturation 58 

复 性 动力 学 。 reassociation kinetics 84 

复杂 性 complexity — 84 

复制 

Bid x 

复制 蛋白 A replication protein A ,RP-A,RE-A — 145 

FAA duplicative inversions — 329 

复制 酶 ”replicase 107 

复制 缺陷 型 replication-defective 352 

复制 体 replisome 121 

AHEHE replicative transposition — 328 

复制 腿 replicative eye 101 

AMATE replication factor C ,RFC 146 

AHALA replication terminator protein, RTP 

复制 闻 replieon 100 


negative heteropycnosis Z1 


replication 98 
replication fork 101 


130 


G 


GCE GCbox 165 
Gi; # G phase 27 


G; E G phase 29 
G-# Gbanding 22 

7 复合 物 Ycomplex 198, i21 

RAB Okazaki fragmen: — 103 

高 度 重 复 DNA 序列 highly repetitive DNA — 86 
RAHSA Golgi complex 5 

高 尔 基 器 Golgi apparatus S$ 

高 分 辨 显 带 法 high-resolotion banding 24 
AASER split gene 76,182 

隔离 机 制 。 isclation mechanism — 468 


共 合 cointegrate 332 

其 价 延伸 covalent extension 117 
长 有 序列 consensus sequence 313 
HMA archaebacteria 3 


关连 RNA — cognate RNA 202 

H DNA AHE — homing DNA endonucieass 297 
WAE rolling circle replication 141 

RÀ Dresphia 7 


H 


Holliday 连接 体 Holliday junction 293,295,300 
CES XE 
ET zygote 43 

EHN karvokinesis 29 
gi 
HHM nucleotide 52 

BOFPEUBRERN 。 neucjeotide excise repair, NER 410 
核 基 质 melepas 8 

Bl o nudea pore 8 

HR  nbozme 473 

HERE nuclear envelope 8 

BE nadel 8 

核 仁 组 织 区 
EX 


Tutrogenous base 52 


nucleoside 53 


nucleolus organizing regim, NOR 8 
nuclein 47 

E nucleic acid 47 

核 精 体 ribosome 207 

核糖 体 结合 位 点 ribosome binding site 213 

接 糖 位 释放 因子 ribosome releasing factor, RRF 224 
核 小 体 nucleosome 13 
转 小 体 核 心 。 nadeosome core 14 
核心 DNA core DNA. 14 
BGE ce 239 

HOE core polymerase 155 
核心 启动 子 core promoter 164 
核心 序列 cote sequence 311 
BORAN polymerase 107 HOM — karyoype 25 


4 


枝 型 图 karogam 26 

FARM Dreosophria melanogaster 268,441 
FHERR — Hungtington s disease ,HD — 318 
恒定 区 — constent region, C — 387 

后 复制 收复  postreplicaton repair 421 

后 期 — anaphese O31 

后 期 延迟 anaphase lag — 44 

后 随 链 legging strand 104 

互补 测验 complementation test 235 


HIER  complementarity-determining region ,CDR 


388 

"ER  complementaton group 235 

RE bouquet stage 33 

Wa süding clamp 107, 121 

请 面 内 质 网 smooth endoplasmic reticulum, SER. — 5 
FARR loop demens 16 

HERE  kiromycin 246 

WEZE ehyl methane sulfonate, EMS 407 
回复 过 程 recover proces 400 

HERF  reveraesback mutation 429 

癌 文 摩 列 palindrome 61i 

HAERE — mixoplody 44 

活性 集 色 质 active chromatin 20 


J 


JRB Joning segment,J 390 
ARAE crossover fixation 447 
ERE proofreading — 109 

服 动 蛋白 actin 285 

MEEO —myoglon 460 


MERAM ARTE amyotrophic lateral sclerosis 


426 
基本 环 化 反应 primary cyclization 194 
基本 拷贝 基 因 。 basic-copy gene — 377 
基础 水 平 元 件 basal level element, BLE 268 
AHR RHA F basa transcription factor 171 
基 姗 转录 装置 basal transcription apparatus 174 
基因 gene 72 
FAW gene cluster 87 
基因 家 族 genefamily 87 
基因 内 回复 intragenic reversion 429 
ERR knockedout 384,393 
HRA gene mutation 427,439 
基因 型 genotype 72,384 
基因 转换 gene conversion 34,301,447 
基因 组 — genome 81 


- 480 - 


基质 cywoplasmic matris $ 

WH activator 244 

Hii  G-banding 22 

ARRUA dosage effect — 40 

EHN ^ pseudogene 87,358 

ETERS “pseudo domingnee 40 

WETE undermethylation 281 

间 带 interband 19 

HE spacer region 75 

[E383 interphase 27 

RAAM facultative heterochromatin 21 
MAR meiosis 12,32,72,98 

MRA postmeiotic segregation 301 

前 接 splicing 77 

前 接 前 导 序 列 spliced lesder,SI. 284 

teits splicing sites 184 

前 接 型 重组 splice recombination 308 

HEF splicing enhancer 189 

WI degeneracy 200 

简单 易 信 simple translocation 41 

BÉ REA. base insertion 428 

EEB base stacking 55 

MERR — base deletion 428 

WAE base subsütunon 429 

EAD discriminator base 204 

变换 — crossing over 34,72 

结构 基因 structure gene 74,229 

姐妹 染色 单 体 互 换 sister chromatid exchange, SCR — 24 
JM 。 resolvase 328 

ALTRE merallothionein, MT 268 

近 端 序列 元 件 ^— proximal sequence element, PSE — 167 
这 汕 着 经 粒 。 subtelocentric,acrocentric 10 

近 中 着 丝 粒 — submetacentric 10 

进化 钟 evolutionary clock — 453 

HORNESEGERE NE polymerase chain reaction 439,472 
均一 化 作用 homogenization 447 

均匀 染色 区 homogeneously staming region, HSR — 379 


K 


Klenow FE Klenow fragment — 106 

HRE antigenic variation 375 

HEER antitermination 197 

HA copy choice 349 

克 雅 氏 病 ”Creutzfeldt-Jakob disease, CJD 49 

料 克 因 综 合 征 Cockayne's syndrome 425 
ERAEN variable surface glycoprotin, VSG 


374 
可 变 的 主要 和 蛋白。 variable major protein, VMP — 378 
MHE alternative splicing 283 
可 变 区 variable region, V 387 
HTBRÉÉ open reading frame, ORF 83 
可 称 动 的 同 源 区 。 portable regions of homology 323 
空转 反应 iding reaction 257 
控制 元 件 ”ceontroling elements 322 
扣除 杂交 subtractive hybridization 93 
快 停 突 变 体  fast-stop mutant 105 
soy 
F amplification 378 


qumacrine 22 


L 


类 结构 城 。V-like domain 452 


类 病毒 vivid 49 

类 核 nucleoid 4 

KHR steroid receptor 269,272 
HWER rifamycin t55 

连珠 分 子 concatemer 132 

连接 DNA linker DNA 14 
连接 数 linking number 68,308 
连锁 linkage 72 

EME linkage gmup — 72 

KS synapsis 32 

联 会 复合 体 synaptonemal complex, SC 33 
SHE IR S sickle cell anemia 72 
GEM! — strand-slippege — 314 
HWER — streptolydigin 155 


两 亲 性 分 于 amphipathic molecule 4 
FAME leucine zipper 270,278 
WEES phæphodiester linkage 47,52 
WERE solenoid model — 16 

量 旋 - 环 -螺旋 helix-loop-helix, HLH 270,276 
螺旋 -转角 -螺旋 helix-turn-helix,HTH 239,270 


M 


Bh Asaris megalocephaila 22 
煤 停 突变 体 — sow-stop mutant 105 

帽子 结构 cp 180 

MUPRÉG ES cap binding protein, CEP 166 
帽子 位 点 capste 20164 

WERA docking protein — 226,402 
酶 的 转换 enzyme tumover 310 
BERERE Mendelian locus — 382 
HAWER holocentomees 10 


密码 子 codon 74,200 

SEBPTGRÜE codon family 200 
WE pyrimidine $2 

HH SE HE 
FHRA 
末端 缺失 
GRO 


template-assisted $1 
terminal protein, TF 133 
terminal deletion — 39 
terminal redundancy 132 


.未 期 telophase 31 


N 


Northern 印迹 ' Northern blot 92 
内 部 核 精 体 进入 片段 
IRES 221 

内 部 环 interior loop 的 

内 部 启动 子 intemal promoter 166 

内 部 引咎 序列 intemal guide sequence, IGS 192 
HAT inon  3,76,184 

内 膜 系 统 intemal membrane system 5 

ARAF internal reticular apparatus 5 

内 源 性 原 病 毒 endogenous provirus 346 

内 在 蛋白 
内 在 终止 子 intrinsic termninetor 168 
内 项 了 网 endoplasmic reticulum, ER. 5 
HE? coated vesicles 6 

WE reverse cyclization 194 
VERSES ^ beade-on-e-string 13 
EUM guanine 52 
DERE G-quartet 61 
BEE uracil 52 

REHE — band shift 168 
HH synizesis 33 

HER twisting number 68,308 
Hik body 14 


intrinsic protein 5 


Q 


MAS C zygonema 33 


P 


Pole/3| SB,  pola/primase 146 

poly CAMAS Cr 3E 1 poly(A)-binding protein, PABP 
Pribnow 框 Pribnow box 16t 

PRP ÆA — pye-RNA processing gene 191 
ETHE ^ embrycnie sten,ES — 383 

Wa punine 52 

Miik spliceosome 187 

FH paranemic joint 306 


。 481 ， 


internal ribosome entry segment, 


180 


Q 


Q4  Qbandng 22 

Nis promoter 161,230 
E DNA mvtiator DNA, DNA 
EG AERA AU 
起 始 因子 
ET 
前 学 链 
W FEA] 
前 期 
HE 
KAR 
I E MGE DNA 
TIE E EE DNA 
fimi — hydyoxyurea -29 
PIER excise 311,329 
HBW  cxicisionase, Xis 
PI niek L4 
WEGE 
TE — hydrogen bond. $5 

f5E.L&E  lghtchun 137 
HRAT light-strand promotor, LSP 
倾向 容错 error-prone 423,425 
BEE divergence — 356 

去 稳定 元 件 。 destablizing element 
ARH derepressed 244 

全 符合 状态 in register 447 
全 酶 holoanzyme — 107,156 
Bft —nulipeid 43 

缺失  deletin 39,426,441 
BiR huliscrmmy 43 

确保 裂解 循环 cnsuring lytic cycle 


146 

initial clongation complex — 171 
initianon factor 213 

165,265 

104 
leader sequence, L 


initiator, Inr 
leading strand 
284,402 
prophase — 30 

clamp loader 


chimerism 44 


108, 121 


strong stop minus strand DNA — 349 


strong stop plus suand DNA — 349 


312 


nick translation — 106 


137 


182 


331 
R 


RIS; RIpance — 209 

RNA 编辑 RNA editing 285 

RNA R Me FRB RNA eminal riboadenylate 
transferase 180 

RNA M — RNA splicing 

RNAB P RNaseP 178 

WNAMED RNaseD 179 

RNAI RNase] 179 

RÆ  B-bendimg 23 

PHT 168 

TER 


* 482 7 


184 


p factor 


chromomere — 11 


染色 粒 间 区 interehromomere ll 
it i 


染色 体 分 带 


chromosome 9 

chrornosome bending — 22 
染 名 性 畏 恋 — chromosome aberration 38,441 
HEL chromosome chiasmata 35,298 
染色 体 组 型 模式 图 idiogram 26 
染色 体 组 型 图 kharyogram 26 

pEi — chumonema 9 

Bg m 
染色 质 小 体 


chromatin $ 

chromotosome l4 

绿色 中 心 — chromocenter 20 

WARA S. cerevisiae 288 

HHA hea shock gence 268 

热 激 次 应 元 件 heat shock response element, HSE 267 


人 类 基 朵 组 计划 human genome project, HGP 94 
HE RIERS melting temperature, Ta 58 
BA meling 58 


WE ^ melting curve 58 
HEILA papova virus 359 
ARRAT lactose operon, lar 
AERATHAMEH fac repressor 
SAET attemator 258 

弱化 作用 attenuation 258 
RAE pio 30 

MARRE 


231 
232 


ponon protein, PrP — 50 
S 


3-A R-2-ATÆ — kethoxal 210 

Sextama dE — Sextsma hox 151 

SIR 基因 座 — selint information regulators, SIR 
Southem PAIE Southern blot 92 

SR EE) SR prin 189 

SV40 的 大 个 抗原 SV40 large umor antigen 
SV4O 病毒 sbmian virus 40 144 

SH) Sphase 28 

SE f  sfattw 156 
ZEE triad 64 
SEE DNA 或 三 链 结构 
三 体 性 
ERE EN 
散布 基因 家 族 interspersed gene family 87 

.E upstream 155 

上 游 可 读 框 “upsfteam open reading frame, uORF 288 
上 游 调控 元 件 ^ opstream control element, UCE 164 
FPA myogenic cell 278 

101 


371 


145 


tiplex — 64 


trisomy — 43 


tryptophan synthetase 233 


生长 点 growing point 


生物 膜 biomembrane 4 
十 字形 结构 
HRAT releasmg factor 
噬菌体 展示 phage display 
RRR — Suüfolobus 2 

miM Halobacterium 2 

收缩 环 。 contractile ring 31 

XC double myelomas 397 
RERA THLE twometaion mechanism 
TZM dispermy 43 

TENA double-strand break, DSB 406 
TARRA double helix model 54 
HERE ditrisomy — 43 

TRAE — double-minute chromosomes 379 
双 线 期 ”出 plpnema 35 

WETINI — cis-pans vest 73 

MEF citon 74 

Wd mw 
AMNES cis-splicing 284 . 
MARHE cis- dominance 235 
顺 式 作用 cis-acting 229,325 
BRATE cis-acting element 
四 每 体 tetramer 459 

四 链 结 构 
WE ”tetrasomy 43 

BUSSRERUIEÉE S mtpzorelia typhimurium 259 
松弛 DNA relaxed DNA 67 


cruciform — 61 
218 
473 


112 


tandem duplication 40 


12,229 


tetraplex strueure — 61 


松弛 型 突变 体 relaxed mutants, rei 257 
随机 六 B ds DNA randomly amplified polymorphic 
DNA,RAPD 438 


随 体 satellite trabant — 11 
T 


TATARE TATA box 164 

TATA EH AEH TATA binding protein, TBP 
ter-Tus MAH  ter-Tus compex 130 

Tus 蛋白 terminus utilization substance — 130 
Tg TUE HE T-cell receptors, TCR. — 386 
T4 E terminal banding 24 

rafk rdinmer 108 

BJILSERAHEA foetal globin gene 35 
ERRAI Down syndrome — 441 

WE Bluooside bond 53 

LEGE 9 E dremi glucocorticoid response element, 
GRE 267 
特异 性 交接 


171 


specificity swap 272 


特征 序列 signature sequence 203 
FHER — conditional mutation 


调节 基因 regulator gene 230 


429 


BERKER jumping gene 322 
铁 离 子 调 节 因 子 iron regulatory factor, IRF 289 
铁 离 子 应 竺 元件 iron-responsive element,IRE 289 


HORT WAGES E HEEL. iron-responsive element bind- 
ing protein, IRE, BP 289 
通用 启动 于 generic promoter 
FIH Homoptera 10 

fL 1RNA —imeaccepting tRNA 202 
HLASEM issform 283 

[XÉT synonyms 200 

HLA — synonymous mutation 428 
AESi 。 autopolyploidy 43 

同 将 基因 — isogenes 376 

FRE homeobox 275 

间 源 染色 体 ^ homologous chromosome — 21 
AREE — homelogous recombinstion 290 

同 源 性 着 色 区 homogeneously staining region, HSR 
432 

同 源 域 homeodomain 270 
FREA  homopolymerie stretch 
EL headpiece 239 

PRO bugelop 60 

RÆ mutation 49,72 
突变 热点 mutation hotspot 74 
突变 生成 作用 mutagenesis 427 
突变 体 mutant 72,427 
RERA split ptotesin 209 
HIRA 。 topoisomerase 69 


171 


110 


wW 


S-EELENEEEE 
ALAS 289 

S-HUBLSURNESEBEIE — S-bromodeoxyuridine, BUdR — 24 

外 被 蛋白 coat protein 252 

外 切 核 柄 栈 。 exonuclease 

ET exon 76,183 

PE FIERE exon trapping 93 

HEFE exon shuffing 452 

JAEK 。 extrinsie protein, peripheral protein 5 

挽回 系统 retrieval system 421 

膜 重组 节 late recombination nodule 34 

向 球菌 核酸 酶 。 microooeeal nuclease 310 

WIS DNA — microsatellite DNA 89 


S-aminolevulinate. synthase, 


106 


卫星 DNA satelite DNA 89 
位 点 特异 性 重组 
3 HE Rr oot dle Ue 
Er ip 1d! 
409 

无 效 等 位 基因 null alleles 430 
ELERT — nonsense codon — 77 
物理 图 庶 


site-specific recombination — 291 
temperatute-sensitive mutant — 429 
apuninic/apyrimidinic sites, AP 


physical map — 94 
Xx 


细胞 核 
WA cel membrane 4 

MWA organelle 5,90 ， 

细胞 色素 cc ^ cytochrome c 461 

MAAT cytokine 393 

细胞 质 cytoplasm $ 

MAAN eyokinesis 30 

细胞 周期 ”cell eycle 27 

细胞 周期 午 白 cyclin 146 

细 线 期 ”leptonema 33 

和 结构 G-structure 101 

MARE casete model 367 

下 游 downstream 155 

TARATI — downsmeam promoter element, DPE 
166 

线粒体 mitochondrion 90 

REHEAT mitochondrial releasing factor, mRF 
224 

BERRE dominant negative 236 

限制 位 点 


nucleus B8 


Testfiction site 28 


限制 性 片段 长 度 多 态 性 ”restriction fragment length poly- 


morphism, RFLP 438 
ig IEEE LUE MED Fn C 
BENE ppGpp 257 
REBLE adenylate cyclase 246 
BEER  pppGpp 257 
BUE) adenine 52 
相对 长 度 relative length 25 
AEU EU reciprocal translocation d1 
WRI mosaicism 44 
IAA narrow groove 55 
小 结 nodes 298 
小 外 显 子 mini-exon 284 
小 卫星 DNA ”ininisatellite DNA 89 
效应 元 忻 response element 267 
协同 台 成 coordinating synthesis — 125 

- 484 > 


diagnostic restriction site 299 


协同 调节 coordinate regulation 233 
MRHAR 
WHET transduction — 433 

信 生 识别 蛋白 signal recognition protein, SRP 402 
ESRR signal recognition particle, SRP 5,227 
EE signal peptidase 227 

fif RNA mesenger RNA, mRNA 74 

WAR pheromone — 364 

性 功能 舌 下 hypogonadal,hpg 383 

性 染色 体 sex chromosome 21 

AREE thymine 52 

ERK “androgen 273 

秀丽 隐 杆 线虫 C. degans 285 

血清 效应 元 件 serum response element, SRE 267 
库 列 均一 性 — sequence homogenization 451 
BRIS — transient expression — 167 


neocentmmere J 


Batte transient transfection 381 
Y 
1400 Æ 1400 region ^ 211 


Ek — hypoploid 43 

FRERE 。 subviral pathogens 49 

亚 基 因 组 — subgenomic 347 

亚 基 装配 缺失 

WERE delayed movement,laggig — 44 

EEF elongation factor 216 

严重 免疫 联合 缺陷 病 severe combined immune deficien- 
ey,SCID 395 

野生 型 wildtype 72,427 

叶绿体 chloroplast — 90 

TOR o 因子 的 终止 子 

HERE 

ETH 

移 位 translocation 217 

移 位 易 位 shift translocation 41 

EEEN 48,74,199 

WERE genetice drift 454 

FAAR- p-D-WF isopropylthio-B-D galactoside， 
IPTG 233 

异常 重组 illegitimate recombinstion 290,314 

FAHM ”heterechromatin 21 

异 位 带 isochore 26 

异 源 多 倍 体 ”allopalyploid 43 

异 周 性 ”allocycle 21 

DIE suppressor mutation 429 

抑制 型 :RNA suppressor IRNA 204 


subunit assembly defective — 210 


rho-dependent terminator — 168 
Íramesluft mutation. 429 


trameahift suppression. — 206 


genetic code 


AFFE gratutous inducer 233 

Hi trandoation 39,441 

印记 imprinting 282 

应 总 调 控 atringent control 256 

EDAT stringent factor 257 

AANE stringent response 256 

328 120 

引发 休 —primosome 120 

引发 体 组 装 位 点 。 primosome assembly site, pas 
引物 primer 110 
RHEE ^ Q-banding 22 
A mitosis 12,98 
有 经 分 型 期 M phase 27 
WE induced mutagenesis 
诱导 induction 232 

话 导 物 induce 233 
WIA  inducible 24 
WAA induced mutant 427 
MSR — preprimosome 117,119 
3uff element 266 
穆 靖 基因 — proto-oncogene 
起 点 orgin IX 

起 点 识别 复合 物 origin recognition complex, ORC 
原 端 粒 。 protelomere — 1i 

原始 细胞 primitive cell Z 

TORRE primeval soup 2 

MENE prophage 310 

KERSA saltatory replication 445 
TARMA EM MEFE atama telangiectasia, AT 
425 


primase 


124 


427 


432 


148 


Zz 


AXE S hybridizetion 59 

AME hybrid dysgenesis 342 

再 组 装 。 reassociate 127 

时 中 期 ”premetaphase 30 

RUNHDT early recombinstion nodule 34 

HEA mutator gene — 432,434 

SET enhancer 266 

增色 效应  hyperchromic effect 58 

WM tE E n Uc 
PCNA 146 

HR puff 19 

JURE 。 eutelomere li 

AMW  bacteriotida 3 

整合 integrate 311 


proliferating cell nuclear antigen, 


整 台 表达 integrant expression 167 

整合 蛋白 integral protein $ 

合 酶 。 integrase,int 3i1,347 

整合 宿主 因子 integration host fector,IHF — 311 
整合 体 ”intasome 314 

IER SE — positive superoil 67 

EH DNA — plusstrend DNA — 348 

EA% plus strand virus — 347 

EnA direct repeats 324 

IERÉIEEXE KS postive heteropycnosis 21 
XOU GEDUM scaffold attachment region, SAR 16 
支架 环 模 型 — scafiold.loop model 16 
TA branch migration 295 
BERAT lipid bilayer 4 

脂 质 体 liposome 4 

f$ BUE ^ instruetive hypothesis 386 

Aik plasma membrane,plosmalemina — 4 

置 热 环 或 玉环 displacsnentloop — 124,137 
中 部 核心 结 档 sentrai core structure 183 
PRENS DNA moderately repetitive DNA — 86 
rfERA — interstitial deletion 39 

中 期 ”metaphase 30 

FRAMED O centricle 了 

中 心 体 centrosome 7 

HAES central element 34 

PRR cenral space 34 

h  metacentric 10 

FESH diskinesis 35 

终点 100 
SEIT — terminator 
种 species 464 
HWER oncogenesis, One 352 
AAE tumor suppressor gene, TS 433 
轴 心 钵 axial dement 299 

EGK  exitdomam 210 

ESA primary constriction 9 
HAURREN  iranscarbamylase — 380 

转 导 病毒 。 transducing vius 352 

转化 transformation 47 

HERE transforming virus 352 

转化 基因 。 transforming gene 353 

转化 基因 组 ”transforming genome 353 
转化 因子 transforming factor — 47 

转换 transitions — 428 

转基因 transgenic 435 

转录 transcription 155 


terminus 
168,230 


- 485 >» 


转录 单位 transcription unit 75,155 
转录 因子 transeniption factor — 230 
转向 transfection 378 

SUCHE ferritin 289 

转 酮 反应。 transesterification 186 
$E — transposition — 88,290 

BEE transposase 325 


转 座 元 件 transposable element 267,322,465 


转 位 因子 transposable element — 465 
转 座 子 transposon 322 

装配 因子 assembly factor 174 

着 色 性 于 皮 病 — xeroderma pigmentosum 
PHR cennomere 9 

着 姓 粒 元 件 centromere element, CEN 
EHE centromere index 25 
TEH Ascomycetes 300 
BRATE spontaneous mutagenesis 


- 486 - 


425 


12 


427 


BASIE spontaneous mutant 427 

AH — selí-splicing, autosplicng 191 

白 杀 底 牺 suicide substrate 312 

自私 TINA selfish DNA 323 

自主 复制 序列 
13,147,370 

自主 元 件 — autonomous demem 330 

EWE footprinüng 162 

iH EG RIA constitutive expression Z268 

组 成 型 多 悦 体 constitutional polyploid — 43 

组 成 型 基因 表达 ”ceonstitutive gene expresmon 234 

组 成 型 启动 于 元 件 。 constitutive promoter element 268 

组 成 型 异 染 色 质 constitutive heterochromatin 21 

BHEAS represor — 230,450 

HME repressible 244 

MAEM repression 233 


autonomously replicating sequence, ARS 


